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ÚÚvodvod
modifikace biomolekul:modifikace biomolekul:
– vzájemné spojování
– zavádění vhodných značek
– navázání na pevný povrch (separační materiály, 

mg. částice, sensory, …)
zzááklad klad řřady modernady moderníích:ch:
– vědeckých výzkumných metod
– bioanalytických procesů
– terapeutických postupů
ččasto zmiasto zmiňňovováány jen okrajovny jen okrajověě
– cílem přednášky je podat ucelený

pohled na tuto problematiku
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Souhrn pSouhrn přřednednášáškyky

1.1. Modifikace proteinModifikace proteinůů a peptida peptidůů..
2.2. FunkFunkččnníí skupiny nukleotidskupiny nukleotidůů, modifikace DNA a RNA. Modifikace , modifikace DNA a RNA. Modifikace 

(poly)sacharid(poly)sacharidůů..
3.3. ChemickChemickéé reakce vybraných skupin biomolekul.reakce vybraných skupin biomolekul.
4.4. BiokonjugaBiokonjugaččnníí reakce, zesreakce, zesííťťujujííccíí ččinidla. inidla. ŠŠttěěpitelnpitelnéé mmůůstky.stky.
5.5. FluorescenFluorescenččnníí znaznaččky.ky.
6.6. Biotinylace, chelataBiotinylace, chelataččnníí skupiny, histidinovskupiny, histidinovéé skupiny, boronskupiny, boronáátovtovéé

komplexy. Radioaktivnkomplexy. Radioaktivníí znaznaččeneníí. Liposomy, nano. Liposomy, nanoččáástice.stice.
7.7. EnzymovEnzymovéé znaznaččky, metodiky znaky, metodiky značčeneníí a detekce aktivity.a detekce aktivity.
8.8. Imobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymernImobilizace biomolekul. Aktivace matric, polymerníí materimateriáály, ly, 

porporééznzníí sklenskleněěnnéé nosinosičče.e.
9.9. Aktivace povrchu zlata, platiny, uhlAktivace povrchu zlata, platiny, uhlííku a kku a křřememííku. Spontku. Spontáánnnníí vznik vznik 

monovrstev, fotoaktivace.monovrstev, fotoaktivace.
10.10. Charakterizace biokonjugCharakterizace biokonjugááttůů -- stupestupeňň substituce, povrchovsubstituce, povrchováá

hustota ligandu.hustota ligandu.
11.11. Aplikace: konjugace haptenAplikace: konjugace haptenůů ss nosinosičči, znai, značčeneníí protilprotiláátek.tek.
12.12. Aplikace: imobilizace proteinAplikace: imobilizace proteinůů na povrch zlata, pna povrch zlata, přřííprava DNA prava DNA 

biobioččipipůů..
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Techniques of the tradeTechniques of the trade
Selected applicationsSelected applications



4

C.M. NiemeyerC.M. Niemeyer: Bioconjugation Protocols, Strategies and : Bioconjugation Protocols, Strategies and 
Methods. Humana Press, Totowa, NJ, 2004Methods. Humana Press, Totowa, NJ, 2004

H3N
C
H

O

O

R

+
-

 

O

C
H

O

C
H

R

N
H

H3N C
H

R

N
H

R

O

O

+ C
C C

-

Modifikace peptidModifikace peptidůů a proteina proteinůů
aminokyseliny spojenaminokyseliny spojenéé navznavzáájem peptidovou vazbou:jem peptidovou vazbou:

modifikovat lze nmodifikovat lze něěkterkteréé postrannpostranníí řřetetěězce AK, koncovou zce AK, koncovou 
aminoskupinu a karboxyskupinu, a paminoskupinu a karboxyskupinu, a přříípadnpadněě taktakéé
kovalentnkovalentněě ppřřipojenipojenéé prostetickprostetickéé skupiny (napskupiny (napřř. . 
koenzymy)koenzymy)
AK nepolAK nepoláárnrníí a hydrofobna hydrofobníí: : glycin, alanin, valin, leucin, glycin, alanin, valin, leucin, 
isoleucin, isoleucin, methioninmethionin a prolina prolin
AK nepolAK nepoláárnrníí aromatickaromatickéé: fenylalanin a : fenylalanin a tryptofantryptofan
– tyto jsou často orientovány dovnitř struktury proteinu, a tedy 

nepřístupné pro modifikační činidla
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AK pAK pololáárnrníí:: asparagin, glutamin, asparagin, glutamin, threoninthreonin a a serinserin
– mimo Gln často posttranslačně modifikovány oligosacharidovými 

zbytky přes N- nebo O- glykosidické vazby
– často modifikovány enzymově (např. fosforylace), avšak chem. 

modifikace ve vodném prostředí nesnadná, protože nukleofilní
vlastnosti hydroxylu i amidu se blíží vodě

AK s AK s ionizovatelnionizovatelnouou skupinskupinou ou -- kyseliny asparagovkyseliny asparagováá
aa glutamovglutamováá, , lyzinlyzin, , argininarginin, , cysteincystein, , histidinhistidin a a tyrosintyrosin
– v deprotonovaném stavu jsou účinná nukleofilní činidla
– hlavní cíl modifikačních reakcí

Aminoskupina (Lys, Arg, His, NAminoskupina (Lys, Arg, His, N--konec)konec)

volnvolnáá aminoskupina (konec pept. aminoskupina (konec pept. řřetetěězce a Lys) je zce a Lys) je 
nejnejččastastěějjšíším cm cíílemlem
Lys Lys (p(pKKaa 9,3 a9,3 ažž 9,5) je obvykle protonov9,5) je obvykle protonováánn
Arg Arg (p(pKKaa ppřřes 12) je protonoves 12) je protonováán prakticky vn prakticky vžždydy
His sHis s iimidazolovýmidazolovýmm kruhkruhemem ((ppKKaa 6,7 a6,7 ažž 7,17,1))
aminoskupinaminoskupiny sey se úúččastnastníí alkylaalkylaččnníích a acylach a acylaččnníích ch 
reakcreakcíí, kdy funguj, kdy fungujíí jako nukleofilyjako nukleofily
iimidazolmidazol. kruh. kruh mmůžůže být elektrofilne být elektrofilníí, nap, napřř. p. přři jodacii jodaci
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Alkylace a acylace aminoskupinyAlkylace a acylace aminoskupiny

prprůůbběěh ph přři reakci reakcíích je nukleofilnch je nukleofilníí substituce substituce -- vznikvznikáá tetraedrický tetraedrický 
intermediintermediáát, X je obecnt, X je obecnáá odstupujodstupujííccíí skupinaskupina
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Karboxyskupina (Asp, Glu, CKarboxyskupina (Asp, Glu, C--konec)konec)
postrannpostranníí karboxyly (pkarboxyly (pKKaa 3,7 a3,7 ažž 4,5) p4,5) přři fyziologicki fyziologickéém pH m pH 
nesou znesou zááporný nporný náábojboj
vhodnvhodnéé pro tvorbu amidových, ppro tvorbu amidových, přříípadnpadněě i hydrazidových i hydrazidových 
derivderivááttůů
lze plze přřipravit i thioestery ipravit i thioestery -- ve vodnve vodnéém prostm prostřřededíí nestabilnnestabilníí
dderivatizace proberivatizace probííhháá ppřřes reaktivnes reaktivníí intermediintermediáátyty --
nejznnejznáámměějjšíší je pouje použžititíí karbodiimidkarbodiimidůů (EDC, DCC, CMC):(EDC, DCC, CMC):

CMCCMC …… cyklohexylmorfolinoethylkarbodiimidcyklohexylmorfolinoethylkarbodiimid
DCCDCC …… dicyklohexylkarbodiimiddicyklohexylkarbodiimid
– nerozp. ve vodě, spíše pro konjugace malých molekul

N N CH2CH2N N N
+

O

CH3

C C

tosyl-DCC CMC
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-3-aminopropylkarbodiimid
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AlternativnAlternativníí postupypostupy
reakce s karbodiimidy je velmi rychlreakce s karbodiimidy je velmi rychláá
– nesnadná kontrola průběhu, nežádoucí postranní

reakce, konkurenční hydrolysa je rychlá
konjugakonjugaččnníí reakce se provreakce se provááddíí ppřřes es 
stabilnstabilněějjšíší aktivovanaktivovanéé meziprodukty meziprodukty -- NHSNHS,,
NN--hydroxysukcinimidhydroxysukcinimid, nebo rozpustn, nebo rozpustněějjšíší sulfosulfo--NHSNHS
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vzniklvznikléé NHSNHS--derivderivááty nebo imidazolylovty nebo imidazolylovéé derivderivááty jsou ty jsou 
relativnrelativněě stabilnstabilníí ve vodnve vodnéém prostm prostřřededíí a ochotna ochotněě reagujreagujíí
napnapřř. s aminoskupinou za vzniku amid. s aminoskupinou za vzniku amidůů
komerkomerččnněě je dostupnje dostupnáá šširokirokáá šškkáála NHSla NHS--aktivovaných aktivovaných 
molekul (NHSmolekul (NHS--biotin, NHSbiotin, NHS--fluorescein, fluorescein, ……), kter), kteréé se pak se pak 
velmi jednoduvelmi jednodušše mohou konjugovat s ce mohou konjugovat s cíílovou lovou 
biomolekulou (Rbiomolekulou (R''--NHNH22):):

R' NH2

R
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N
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N
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NHSNHS

Thioskupina (Cys)Thioskupina (Cys)

cysteinovcysteinovéé zbytky jsou normzbytky jsou normáálnlněě protonovanprotonovanéé a bez na bez nááboje (pboje (pKKaa 8,8 8,8 
aažž 9,1)9,1)
nejdnejdůůleležžititěějjšíší reakcreakcíí v pv přřirorozenirorozenéém stavu je tvorba vzm stavu je tvorba vzáájemných jemných 
disulfiddisulfidůů (cystinov(cystinovéé uskupenuskupeníí))
mohou se mohou se úúččastnit alkylacastnit alkylacíí a a reversibilnreversibilníích ch redoxnredoxníích reakcch reakcíí

zz oxidovanoxidovanéé formy (disulfid) vznikformy (disulfid) vznikáá redukovanredukovanáá forma (volnforma (volnáá SH SH 
skupina) pomocskupina) pomocíí redukredukččnníího ho ččinidla inidla dithiothreitoludithiothreitolu ((DTTDTT, , 
Clelandovo Clelandovo ččinidloinidlo))
rreakce meakce můžůže probe probííhat obhat oběěma smma směěryry
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alkylace
acylace

deriváty 
maleimidu
(NEM)

vznik disulfidové
vazby

thioether 
(stabilní)

thioester (nestabilní, 
hydrolyzuje)

adiční
produkt 
(stabilní)

pyridin-2-thion

FenolickFenolickáá skupina (Tyr)skupina (Tyr)

diazotadiazotaččnníí kopulace kopulace -- elektrofilnelektrofilníí substituce na substituce na 
aktivovanaktivovanéém benzenovm benzenovéém jm jááddřřee
– probíhá do ortho polohy, spojení s aromatickými aminoskupinami, 

aktivací s kys. dusitou (dusitan a HCl) vzniká regující diazoniová sůl
– vzniklé konjugáty mají oranžovou barvu

daldalšíší momožžnost nost -- jodacejodace, radioaktivn, radioaktivníí znaznaččeneníí 125125II

Manichova kondenzace Manichova kondenzace -- ppřřipojenipojeníí aminoslouaminoslouččeninyeniny
v pv přříítomnosti formaldehydutomnosti formaldehydu
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Specifita modifikaSpecifita modifikaččnníích reakcch reakcíí

úúččastnastníí se bse bíílkoviny, kterlkoviny, kteréé obvykle poskytujobvykle poskytujíí řřadu adu 
rrůůzných skupin zných skupin -- jejich srovnjejich srovnáánníí dle sdle sííly nukleofilnly nukleofilníích ch 
vlastnostvlastnostíí::

RR--SS-- >> RR--SH, RSH, R--NHNH22 >> RR--NHNH33
++,, RR--COOCOO-- >> RR--COOH, RCOOH, R--OO-- >> RR--OHOH ≈≈ HH--OHOH

úúlohu hraje plohu hraje přříítomnost ntomnost nááboje (protonovanboje (protonovanáá / / 
deprotonovandeprotonovanáá forma)forma) -- lze ovlivnit volbou pHlze ovlivnit volbou pH, ale , ale 
protoprotožže se hodnoty pe se hodnoty pKKaa ččasto pasto přřekrývajekrývajíí, tak to nen, tak to neníí
ppřříílilišš spolehlivspolehlivéé
pro ppro přřesnesnéé ccíílenleníí modifikace na konkrmodifikace na konkréétntníí skupiny je skupiny je 
zapotzapotřřebebíí zvolit specificky reagujzvolit specificky reagujííccíí ččinidloinidlo
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CCíílenlenéé zablokovzablokováánníí postrannpostranníích skupinch skupin

PP--NHNH22
(Lys)(Lys)

PP--SHSH
(Cys)(Cys)

PP----
(His)(His)

R-N=C=S

O2N

NO2

O2N

HO3S

R-CH=Oisothiocyanisothiocyanáátt
(adice (adice -- thiomothiomoččovina)ovina)

trinitrobenzensulfonovtrinitrobenzensulfonováá
kyselina (subst.)kyselina (subst.)

aldehydaldehyd
(+ redukce borohydridem)(+ redukce borohydridem)

Cl-Hg COOH N OO
R

S S NO2O2N

HOOC COOH

pp--chlormerkurichlormerkuri
benzoovbenzoováá k.k.

maleimidy, napmaleimidy, napřř. NEM. NEM
(adice)(adice)

5,55,5''--dithiodithio--bis(bis(22--nitrobenzoovnitrobenzoováá k.)k.)
DTNB, Ellmanovo DTNB, Ellmanovo ččinidloinidlo
(substituce)(substituce)

NH
N

O
CO

CO

OC2H5

OC2H5

diethylpyrokarbondiethylpyrokarbonáát (alkoxylace)t (alkoxylace)

CCíílenlenáá modifikace postrannmodifikace postranníích skupinch skupin

PP--OHOH
(Ser)(Ser)

PP----
(Tyr)(Tyr)

PP----
(Arg)(Arg)

P
O

F
O

O

CH(CH3)2

CH(CH3)2

C
H2

S F
O

O

diisopropylfluorfosfdiisopropylfluorfosfáátt
DFP (fosforylace)DFP (fosforylace)

fenylmethylsulfonylfluoridfenylmethylsulfonylfluorid
PMSF (sulfonylace)PMSF (sulfonylace)

OH

C(NO2)4

tetranitromethantetranitromethan
(nitrace)(nitrace)

NN--acetylimidazolacetylimidazol
NAI (acetylace)NAI (acetylace)N

N

CO-CH3

NH
NH2+

NH2

O
O

CH3

CH3

O
O

H

2,32,3--butandionbutandion
(kondenzace)(kondenzace) fenylglyoxal (kondenzace)fenylglyoxal (kondenzace)
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Modifikace nukleových kyselinModifikace nukleových kyselin
nnukleovukleovéé kyselinykyseliny (DNA a RNA)(DNA a RNA) jsou tvojsou tvořřeny z eny z 
jednotlivých nukleotidjednotlivých nukleotidůů spojených fosfodiesterovou spojených fosfodiesterovou 
vazbou mezi sacharidovými kruhyvazbou mezi sacharidovými kruhy
zzáákladnkladníí slosložžkou jsou kou jsou bbáázeze

– pyrimidinové (C cytosin, T thymin a U uracil)

– purinové (A adenin, G guanin)

spojenspojeníím s molekulou sacharidu (ribosa nebo m s molekulou sacharidu (ribosa nebo 
deoxyribosa) poskytujdeoxyribosa) poskytujíí nukleosidynukleosidy (nap(napřř. . Ade Ade adenosin adenosin 
nebo nebo dAde dAde deoxyadenosin) deoxyadenosin) 
ppřřipojenipojeníím fosfm fosfáátu tu vznikajvznikajíí nukleotidynukleotidy (nap(napřř. . AMP AMP 
adenosin monofosfadenosin monofosfáát).t).

N

N N
H

N
7

8

9

1

2

3

4

5
6

N

N
1

2

3
4

5

6

NuNukleovkleovéé kyselinykyseliny

modifikamodifikaččnníí reakce mohou typicky reakce mohou typicky 
smsměřěřovat na molekuly bovat na molekuly báázzíí
mméénněě ččastastéé je vyuje využžititíí sacharidovsacharidovéé
ččáásti (sti (2' hydroxyl 2' hydroxyl u RNA)u RNA)
velmi bvelmi běžěžnnéé je pje přřipojenipojeníí daldalšíších ch 
funkfunkččnníích molekul na konec ch molekul na konec řřetetěězce zce 
nukleovnukleovéé kyselinykyseliny

P O

O

O

N

N N

N

NH2

O

OH O

PO O

O

O

-

-

55' konec' konec

3' konec3' konec

2' hydroxyl 2' hydroxyl schscháázzíí
u DNA (deoxy u DNA (deoxy ……))
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PyrimidinovPyrimidinovéé basebase

ččáásti jejich molekul mohou být csti jejich molekul mohou být cíílem ataku elektrofilnlem ataku elektrofilníích ch 
((ččervenerveněě) i nukleofiln) i nukleofilníích (modch (modřře, pozice 4 a 6) e, pozice 4 a 6) ččinidelinidel
v molekule uracilu nukleofilnv molekule uracilu nukleofilníí substituce v C6 pozici substituce v C6 pozici 
nnááslednsledněě aktivuje C5 pozici pro elektrofilnaktivuje C5 pozici pro elektrofilníí atak:atak:

NH
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O

N

NO
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N

N
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O
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UU CC TT
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O X
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N

O
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-

X- Y+ -HX

HN

NO

NH2

HN

NO

NH2

SO3

HSO3
-

HN

NO

NH

SO3

R

NH

NO SO3

O

R NH2

NH4
+

NH4
+

HN

NO

NH

R

NH

NO

O
HSO3

-

HSO3
-

+ +

-

+

-

+

-

H2O

+

+

Reakce cytosinu s hydrogensiReakce cytosinu s hydrogensiřřiiččitanemitanem
vznikvznikáá sulfonovaný derivsulfonovaný deriváát,t,
v pv přříítomnosti nukleofilu (tomnosti nukleofilu (aminamin))
dojde k dojde k transaminacitransaminaci -- momožžnostnost
zavzavéést funkst funkččnníí skupinyskupiny

v slabv slaběě kyselkyseléém prostm prostřřededíí pak dojde k hydrolyse pak dojde k hydrolyse 
aminoskupiny na C4 a naminoskupiny na C4 a nááslednsledněě po alkalizaci se odpo alkalizaci se odššttěěppíí
hydrogensihydrogensiřřiiččitan itan -- probproběěhla hla konverze na uracilkonverze na uracil
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Biotinylace cytosinuBiotinylace cytosinu

reaktivnreaktivníí adukt cytosinu sadukt cytosinu s hydrogensihydrogensiřřiiččitanem se itanem se 
vv reakci sreakci s biotinbiotin--hydrazidemhydrazidem ppřřememěěnníí na na žžáádaný derivdaný deriváát t 

O

O

O
SNO

HN

NH2

N N

O

SO

NH2
N
H

O

N N

S
O

N
H

NO

HN

R
NH4

+
HSO3

-

+

-

R

HN
+

Cytosin Cytosin -- halogenacehalogenace

momožžnostnostíí vpravenvpraveníí vhodnvhodnéé reaktivnreaktivníí aminoskupiny aminoskupiny 
vv postrannpostranníím m řřetetěězci je halogenazci je halogenaččnníí reakcereakce
vodný roztok jodu nebo bromu, pvodný roztok jodu nebo bromu, přříípadnpadněě pomocpomocíí
NN--bromosukcinimidubromosukcinimidu
poslednposledníí krok je substituce diaminem:krok je substituce diaminem:

N

NO

NH2
N

O

Br

O N

NO

NH2

Br
N

NO

NH2

N
H

(CH2)6H2N(CH2)6NH2
NH2
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PurinovPurinovéé basebase

pozic pro pozic pro nukleofilnnukleofilníí
i i elektrofilnelektrofilníí ataky jeataky je
celceláá řřadaada
halogenahalogenaččnníí reakce sreakce s NN--bromosukcinimidembromosukcinimidem poskytuje poskytuje 
brom vbrom v pozici Cpozici C--8 jak v8 jak v ppřříípadpaděě adeninu, tak guaninuadeninu, tak guaninu
reakce s reakce s kyselinou jodoctovoukyselinou jodoctovou::

NH2

N

N

N

N

N N

NNH

O

NH2
AA GG

N N

N

N

N

H

O

O

N N

N

N

N
O

O

H

NN

NN

N

OO

N

N

N

NNO
O

O

H

H

H
 

H

R

2

+ I
-

R

+
2

R

-

R

2-

pomalpomaláá alkylace v slabalkylace v slaběě
kyselkyseléém prostm prostřřededíí

zvýzvýššenenáá teplota, alk. prostteplota, alk. prostřřededíí
FischerFischer--DimrothDimrothůův pv přřesmykesmyk

karboxyskupina na N6karboxyskupina na N6

Modifikace DNAModifikace DNA

in vitro enzymovin vitro enzymováá synthesa synthesa DNA polymerasouDNA polymerasou pomocpomocíí
komplementkomplementáárnrníího templho templáátovtovéého vlho vlááknakna
do reakdo reakččnníí smsměěsi se psi se přřidajidajíí pozmpozměěnněěnnéé nukleotidy, nukleotidy, 
schopnschopnéé ppáárovrováánníí, kter, kteréé tak do struktury DNA vnesou tak do struktury DNA vnesou 
žžáádandanéé funkfunkččnníí skupinyskupiny
jeje--li vyli vyžžadovadovááno sprno spráávnvnéé ppáárovrováánníí, tak stupe, tak stupeňň substituce substituce 
max. 30max. 30--40 modifikovaných m40 modifikovaných mííst/1000 bst/1000 báázzíí
– derivatizace na cukr-fosfátové kostře nebo na koncích vlákna 

párování nevadí
pozmpozměěnněěnnéé base base -- derivderivááty s biotinem, nebo methylenový ty s biotinem, nebo methylenový 
řřetetěězec s volnou aminoskupinouzec s volnou aminoskupinou
– menší modifikace - není ovlivněna rychlost připojování bází

mnohomnohoččetnetnéé vvččlenleněěnníí znaznaččených bazených bazíí mmůžůže být e být 
nevýhodnnevýhodnéé pro hybridizapro hybridizaččnníí reakcireakci



16

DerivatizovanDerivatizovanéé basebase

biotinbiotin--1111--dUTPdUTP

biotinbiotin--1414--dATPdATP

88--aminohexylaminohexyl--dATPdATP

N

O

S
O

N
O

N

O

O

H

H

OOO

OOO
POPOPO

OOO

OOO
POPOPO

O

OH

O

OH

OOO

OOO
POPOPO

O

OH

N

NN

N

H

H

O

S

O

N
O

N

N

N

N

N

NH

HN

HN

5

- - -
OH

- - -
OH

- - -
OH

NH

HN

6

NH

NH

NH

NH

2

2

8

Metoda nMetoda nááhodných primerhodných primerůů

smsměěs ns nááhodných hexanukleotidových hodných hexanukleotidových úúseksekůů slousloužžííccíích ch 
jako jako 33’’--OH primery sOH primery s templtempláátovou DNAtovou DNA
modifikovanmodifikovanéé nukleotidy se pnukleotidy se přřipojujipojujíí pomocpomocíí DNA DNA 
polymerasy Ipolymerasy I
– pouze Klenowův fragment, který postrádá 5’-3’ exonukleasovou 

aktivitu přítomnou v nativním enzymu z E. coli

výsledkem je nvýsledkem je nááhodnhodnéé vvččlenleněěnníí znaznaččených bazených bazíí
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NickNick--translacetranslace

nicknick--translatranslaččnníí znaznaččeneníí úúččinkuje na dvojitou inkuje na dvojitou ššrouboviciroubovici
smsměěs pankreaticks pankreatickéé deoxyribonukleasy Ideoxyribonukleasy I (DNasa I) a (DNasa I) a DNA DNA 
polymerasy Ipolymerasy I
vv ppřříítomnosti Mgtomnosti Mg2+2+ DNasa (vDNasa (v limitujlimitujííccíím mnom množžstvstvíí) prov) provááddíí
hydrolýzu pouze vhydrolýzu pouze v jednom vljednom vlááknkněě
vzniklvznikléé ššttěěpy jsou vpy jsou vššak ihned zaplnak ihned zaplněěny pny přříítomnými tomnými 
modifikovanými i nativnmodifikovanými i nativníími nukletidovými monomery za mi nukletidovými monomery za 
katalysy DNA polymerasykatalysy DNA polymerasy
výsledkem je modifikace pvýsledkem je modifikace půůvodnvodníí molekuly dsDNAmolekuly dsDNA

nejnejúúččinninněějjšíší metodou je provmetodou je provéést znast značčeneníí DNA vDNA v prprůůbběěhu hu 
polymerasovpolymerasovéé řřetetěězovzovéé reakce (PCR)reakce (PCR)
– současně se samozřejmě zmnoží množství původní DNA

bubuďď se do reakse do reakččnníí smsměěsi prostsi prostěě ppřřidajidajíí znaznaččenenéé
nukleotidynukleotidy a jsou na jsou nááhodnhodněě vestavovvestavováány do novny do nověě
syntetizovaných syntetizovaných řřetetěězczcůů

nebo je monebo je možžnnéé poupoužžíítt pouze pouze znaznaččenenéé primeryprimery (nap(napřř. . 
biotinylovanbiotinylovanéé))

ZnaZnaččeneníí v prv průůbběěhu PCRhu PCR
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KoncovKoncovéé znaznaččeneníí

ccíílem je zamezit modifikaci uprostlem je zamezit modifikaci uprostřřed ed řřetetěězce DNAzce DNA
vyuvyužžititíí termintermináálnlníí transferasytransferasy -- ppřřididáávváá nukleotidy ke nukleotidy ke 
33’’--OH koncOH koncůům DNA bez potm DNA bez potřřeby templeby templáátovtovéého vlho vlááknakna
napnapřř. tak. takéé pro radioaktivnpro radioaktivníí znaznaččeneníí

SekvenSekvenččnněě--specifickspecifickéé znaznaččeneníí

rozpoznrozpoznáánníí ccíílovlovéého mho míísta, vytvosta, vytvořřeneníí kovalentnkovalentníí vazby se vazby se 
znaznaččkoukou
DNA methyltransferasyDNA methyltransferasy (MTasy) (MTasy) -- ppřřenenášíáší methylovou methylovou 
skupinu z Sskupinu z S--adenosyladenosyl--LL--methioninu (AdoMet) na A nebo methioninu (AdoMet) na A nebo 
C zbytkyC zbytky
methylovmethylováá skupina se nahradskupina se nahradíí nněčěčíím "um "užžiteiteččnněějjšíším" m" --
aziridinový reaktivnaziridinový reaktivníí zbytek pro vytvozbytek pro vytvořřeneníí kovalentnkovalentníí
vazby s DNA v prvazby s DNA v průůbběěhu enzymovhu enzymovéé methylace, biotinovmethylace, biotinováá
skupina pskupina přřipojena v postrannipojena v postranníí ččáástisti
znaznaččeneníí DNA v pDNA v přředem uredem urččenenéém mm mííststěě, dan, danéém polohou m polohou 
ccíílovlovéé sekvence MTasysekvence MTasy
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N

N

N

N

O

OO

NH2

5'-------T C G -                     ---3'

3'-------A G C .........  T  .... ---5'

N

N
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CH3
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OH OH
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S
+

CH3

NH2 COOH

N
+

N

N N
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O

OH OH

NH2

H

NH(CH2)4NH-CO-(CH2)4 S

NHNH

O

HH

N

N N

N

O

OH OH

NH2

NH(CH2)4NH-CO-(CH2)4

N

N

N

N

O

OO

NH
N
H S

NHNH

O

HH

5'-------T C G -                     ---3'

3'-------A G C .........  T  .... ---5'

5'-------T C G -                     ---3'

3'-------A G C .........  T  .... ---5'

M-TaqI
AdoMet

Aziridin-Ado-Biotin

ZnaZnaččeneníí pomocpomocíí methyltransferasymethyltransferasy

ccíílovlováá sekvence sekvence 5'5'--TCGATCGA--3'3'

FosforamidovFosforamidováá metodametoda
aktivace konc. fosfaktivace konc. fosfáátu EDC vede s aminy k fosforamidtu EDC vede s aminy k fosforamidůůmm
reakci lze provreakci lze provéést takst takéé ss imidazolemimidazolem, , ččíímmžž vznikne vznikne 
fosforimidazolidový produktfosforimidazolidový produkt
– má ve vodném prostředí prodlouženou životnost a reaguje velmi 

dobře s aminy - vyšší výtěžky fosforamidové reakce

H
NCH3

N

N

NN
CH3

CH3

H

H

H
NN

O

NCH3

CH3

CH3

N

N

O

NNN
CH3

O

CH3

P
O

OH

CH3

O
O
P
O

OH

O
O
P OH

-

+
C

+

+

oligonukleotid
s 5’-Pi

EDC

imidazol fosforimidazolid

H

H          H

aktivní EDC 
fosfodiester
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N
H

N

N

N

O
O
P OH

NH2

NH2

O
O
P
NH

OH O
O
P
NH

OH

S
S

NH2

NH2

NH2

S
S

NH2

O
O
P
NH

OH

SH

NH2

SH

vnesenvneseníí amino nebo thioskupiny na konec DNAamino nebo thioskupiny na konec DNA

diamin

DTT, 
redukce

cystamin

FosforimidazolidFosforimidazolid

Modifikace RNAModifikace RNA

mmolekuly RNA obvykle jednoolekuly RNA obvykle jednořřetetěězcovzcovéé, vnit, vnitřřnníí vzvzáájemnjemněě
komplementkomplementáárnrníí krkráátktkéé sekvencesekvence
ppáárovrováánníí vede ke vzniku rvede ke vzniku růůzných tzných třříídimenziondimenzionáálnlníích ch 
struktur (helikstruktur (helikáálnlníí úúseky, smyseky, smyččky, vlky, vláásenky, senky, GG--kvartety.kvartety...)..)
daldalšíší zmzměěnou oproti DNA je existence nou oproti DNA je existence diolovdiolovéého uskupenho uskupeníí
vv molekule ribosy molekule ribosy -- lze specificky oxidovat lze specificky oxidovat jodistanemjodistanem, na , na 
reaktivnreaktivníí aldehydovaldehydovéé skupinyskupiny
vhodnvhodněě orientovanorientovanéé struktury RNA (i DNA) mohou struktury RNA (i DNA) mohou 
vytvvytváářřet vazebnet vazebnáá mmíísta, komplementsta, komplementáárnrníí k jiným k jiným 
biomolekulbiomolekuláám m -- APTAMERYAPTAMERY
– možnost náhrady protilátek
– tyto vazebné struktury, tzv. aptamery, lze vytvářet uměle 

kombinatorickými postupy (SELEX, systematic evolution of 
ligands by exponential enrichment)

– nejznámější je aptamer vážící thrombin
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Modifikace sacharidModifikace sacharidůů
volnvolnéé existujexistujíí v monomernv monomerníí, oligo, oligo-- a polymerna polymerníí formforměě
vváázanzanéé ve formve forměě konjugkonjugááttůů s proteiny s proteiny ((glykoproteinyglykoproteiny) ) 
nebo lipidynebo lipidy ((glykolipidyglykolipidy))
reaktivnreaktivníí skupinskupinyy -- hydroxyly a oxoskupinyhydroxyly a oxoskupiny
– monosacharidy - dle polohy oxo skupiny aldosy a ketosy
– ve vodném prostředí přítomna zejména hemiacetalová forma
– glukosa jako glukopyranosa a fruktosa jako fruktofuranosa

– následně jsou přirozené oxoskupiny jsou méně reaktivní
kk modifikaci se vyumodifikaci se využžíívajvajíí postrannpostranníí glykosidickglykosidickéé skupiny skupiny 
pokrývajpokrývajííccíí povrch glykoproteinpovrch glykoproteinůů
velký význam velký význam mmáá derivatizace polysacharidových matric derivatizace polysacharidových matric 
slousloužžííccíích jako stacionch jako stacionáárnrníí ffáázeze (separace, sensory, (separace, sensory, ……))

O OH

OH
OHOH

OH
OOH

OH

OHOH

OH

Aktivace bromkyanem BrCNAktivace bromkyanem BrCN
klasickklasickáá metoda aktivace polysacharidových materimetoda aktivace polysacharidových materiáállůů
nevýhodou je vysoknevýhodou je vysokáá jedovatost jedovatost ččinidlainidla
výhodou dobrvýhodou dobréé výtvýtěžěžky reakceky reakce
reakce probreakce probííhháá v alkalickv alkalickéém prostm prostřřededíí, rozsah je , rozsah je úúmměěrný rný 
koncentraci koncentraci ččinidlainidla
meziprodukt imidokarbonmeziprodukt imidokarbonáát reaguje s aminoskupinou t reaguje s aminoskupinou 
biomolekuly B za vzniku rbiomolekuly B za vzniku růůzných derivzných derivááttůů::

OH
OH

CN

OH
C NH

O

O

H2N B

C N
O

O
B

OH
O C

NH
NH B OH

O C
O

NH B

                            +                                            +
derivát N-substituovaný N-subst. karbamát
isomočoviny imidokarbonát Aktivace bromkyanem

BrCN
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Oxidace jodistanemOxidace jodistanem
jodistan (periodate) za mjodistan (periodate) za míírných podmrných podmíínek a vnek a v neutrneutráálnlníím m 
pH pH úúččinkuje na diolovinkuje na diolováá uskupenuskupeníí vv molekule sacharidmolekule sacharidůů
vhodnvhodnéé i pro postranni pro postranníí sacharidovsacharidovéé slosložžky glykoproteinky glykoproteinůů
– postup je např. často využíván k oxidaci peroxidasy při výrobě

enzymových imunokonjugátů

zzíískajskajíí se reaktivnse reaktivníí aldehydovaldehydovéé skupinyskupiny

O

OH

OH

OH
O

O

*n
 

O

O O

OH
O

O

*n
 

NaIO4

ReaktivnReaktivníí skupinyskupiny

obecný pohled na reaktivnobecný pohled na reaktivníí skupiny bez vazby na skupiny bez vazby na 
konkrkonkréétntníí typ typ biomolekulybiomolekuly -- univerzuniverzáálnlněě poupoužžitelnitelnéé
metodymetody

momožžnosti konverze existujnosti konverze existujííccíích skupinch skupin

reakce typickreakce typickéé pro vybranpro vybranéé skupinyskupiny
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VnVnášášeneníí reaktivnreaktivníích skupinch skupin

ppřřirozenirozenéé reaktivnreaktivníí skupiny skupiny biomolekulybiomolekuly nemusnemusíí
dostadostaččovat pro zamýovat pro zamýššlenlenéé synteticksyntetickéé postupypostupy
konjugace bkonjugace bíílkovin lkovin -- ččasto asto heterobifunkheterobifunkččnníí ččinidla, kterinidla, kteráá
vyvyžžadujadujíí rrůůznznéé koncovkoncovéé skupiny vskupiny v obou partnerechobou partnerech
jeden zjeden z reakreakččnníích partnerch partnerůů ppřředem upraven zavedenedem upraven zavedeníím m 
potpotřřebnebnéé skupinyskupiny

ThiolaceThiolace (zaveden(zavedeníí --SH)SH)
volnvolnáá --SH skupina je pro konjugace velmi oblSH skupina je pro konjugace velmi oblííbenbenáá
v bv bíílkovinlkovináách obvykle zch obvykle zřříídka, nebo blokovdka, nebo blokovááno ve formno ve forměě
disulfidickýchdisulfidických --SS--SS-- mmůůstkstkůů
stabilita stabilita --SH SH ššpatnpatnáá -- oxidace (inertnoxidace (inertníí atmosfatmosfééra, ra, 
chelatacechelatace iontiontůů kovkovůů -- katalyzujkatalyzujíí oxidaci)oxidaci)

mmethylethyl--44--merkaptobutyrmerkaptobutyr--
imidimidáátt ((TrautTrautůůvv reagentreagent))
cyklcykl.. na na 22--iminothiolaniminothiolan
((imidothioesterimidothioester))

v v mmíírnrněě alkalk.. podmpodmíínknkááchch reagujereaguje s s primprimáárnrníímimi aminyaminy
alternativnalternativníí methylmethyl--33--merkaptopropionimidmerkaptopropionimidáátt poskytne poskytne 
kratkratšíší mmůůstkovou stkovou ččáástst

O
SHCH3

NH2

SH

NH2

N
H

R
R NH2

S

NH2

CH3OH

+

+

+
2-iminothiolan
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--NHNH22 na na --SH pomocSH pomocíí SATASATA
NN--ssukcinimidylukcinimidyl--SS--aacetylcetyltthiohioaacetcetáátt (SATA) p(SATA) půůsobsobíí konverzikonverzi
aminoskupinyaminoskupiny na na thioskupinuthioskupinu
ododššttěěppíí se se NN--hydroxysukcinimidhydroxysukcinimid, produkt , produkt obsahujeobsahuje chrchráánněěnounou
sulfhydrylovousulfhydrylovou skupinuskupinu (lze (lze uchovuchováávvatat))
ddeprotekceeprotekce nadbytkemnadbytkem hydroxylaminuhydroxylaminu

nenneníí ttřřeba redukce eba redukce -- neovlivnneovlivníí se tedy nativnse tedy nativníí --SH skupinySH skupiny
analog analog NN--ssukcinimidylukcinimidyl--SS--aacetylcetyltthiohioppropionropionáátt (SATP)(SATP) poskytne delposkytne delšíší
mmůůstekstek

N O

O

S
O

CH3

O

O

R NH2

N OH

O

O

O

S
O

CH3

N
H

R

NH2OH

O

SHN
H

R

OH N
H

O
CH3

SATA

--NHNH22 na na --SH: SH: citioloncitiolon a SAMSAa SAMSA
citioloncitiolon, N, N--acetylhomoacetylhomoccysteinysteintthhioliolaktaktonon resp. 2resp. 2--acetamidoacetamido--
44--merkaptobutyrmerkaptobutyráátt reaguje jako reaguje jako TrautTrautůůvv reagentreagent, reakci urychluje , reakci urychluje AgAg++

reaktivnreaktivníí cyklický cyklický anhydridanhydrid -- anhydridanhydrid SS--acetylmerkaptoacetylmerkapto--jantarovjantarovéé
kyseliny (kyseliny (SAMSASAMSA))
uvolnuvolněěnníí --SH skupiny SH skupiny deprotekcdeprotekcíí ss hydroxylaminemhydroxylaminem

R NH2

S O

N
H

O

CH3 R N
H

O

NH

SH

CH3

O

O

O

O
S CH3

O
R N

H
SH

O

COOH
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SAMSA



25

>C=O >C=O nana --SHSH
konverzkonverzee oxoskupinyoxoskupiny (aldehyd(aldehyd // keton) je keton) je momožžnnáá hhydrazidemydrazidem
22--aacetamidocetamido--44--mmerkaptomerkaptomááselnselnéé kyseliny (kyseliny (AMBHAMBH))
napnapřř. pro . pro jodistanemjodistanem oxidovanoxidovanéé sacharidy sacharidy čči i glykoproteinyglykoproteiny

R
O

H

CH3

O NH

SH

O

N
H

NH2 CH3

O NH

SH

O

N
H

N R

AMBH

--COOH nebo COOH nebo --OO--POPO33
22-- na na --SHSH

cystamincystamin v pv přříítomnosti tomnosti karbodiimidukarbodiimidu (EDC)(EDC)

vznikne amidovvznikne amidováá resp. resp. fosfamidovfosfamidováá vazbavazba
vnesenvnesenéé --SS--SS-- disulfidovdisulfidovéé uzkupenuzkupeníí je moje možžnnéé ppřříímo spojit mo spojit 
s molekulou obsahujs molekulou obsahujííccíí volnou volnou --SH skupinu (uvolnSH skupinu (uvolníí sese
cysteamincysteamin))
nebo lze znebo lze zíískat volnou skat volnou --SH skupinu redukcSH skupinu redukcíí, nap, napřř. DTT. DTT

cysteamincysteamin = = 22--aminoethanethiolaminoethanethiol / / 22--mermerkkaptoethylaminaptoethylamin //
dedekkarboxycysteinarboxycystein / / thioethanolaminthioethanolamin
cysteincystein
cystincystin

NH2

S S
NH2
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--SS--SS-- na na --SHSH

specispeciáálnlníí ppřříípad, k rozpad, k rozššttěěpenpeníí dojde redukcdojde redukcíí, , ččinidel je inidel je 
celceláá řřada, napada, napřř. s volnou . s volnou --SH skupinou:SH skupinou:
– dithiothreitol (DTT, Clelandovo činidlo), 2-merkaptoethanol, 

2-merkaptoethylamin
imobilizovanimobilizovanéé formy formy ččinidel inidel -- nenneníí ttřřeba proveba prováádděět t 
separaci nadbyteseparaci nadbyteččnnéého ho ččinidlainidla
odobnýodobný výsledek poskytuje i výsledek poskytuje i TCEPTCEP, , 
tristris((karboxyethylkarboxyethyl))fosfinfosfin
nejjednodunejjednoduššíšší redukceredukce
pomocpomocíí borohydriduborohydridu NaBHNaBH44

mmáá význam i pro význam i pro ššttěěpenpeníí
nativnnativníích Sch S--S mS můůstkstkůů
v bv bíílkovinlkovinááchch

P

O

OHOH

O

O OH

TCEP

KarboxyskupinaKarboxyskupina mmíísto sto --NHNH22

uužžíívajvajíí se se cyklickcyklickéé anhydridyanhydridy dikarboxylovýchdikarboxylových kyselinkyselin
reagujreagujíí ss volnou volnou aminoskupinouaminoskupinou -- otevotevíírráá se kruh a vznikse kruh a vznikáá amidamid
mmůžůže reagovat i hydroxyl e reagovat i hydroxyl serinuserinu a a threoninuthreoninu, , fenolfenoláátovýtový anion danion dáávváá
nestabilnnestabilníí produktprodukt
dodoččasnasnéé blokovblokováánníí aminoskupinyaminoskupiny -- anhydridanhydrid kyseliny kyseliny citrakonovcitrakonovéé
– poskytuje amidovou vazbu při pH 8, snadno hydrolyzuje při pH 3 až 4 za 

opětovného uvolnění aminoskupiny
momožžnosti: nosti: aa sukcinanhydridsukcinanhydrid, , bb glutaranhydridglutaranhydrid,, cc maleinanhydridmaleinanhydrid,,
dd anhydridanhydrid kyselinykyseliny citrakonovcitrakonovéé

zmzměěna na aminoskuaminosku--
pinypiny za za karboxykarboxy--
skupinu mskupinu měěnníí
nnááboj a boj a pIpI dandanéé
biomolekulybiomolekuly

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

O

OCH3

O

O

O

R NH2
R N

H
OH

O

O

+

a b c d
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HalogenoctovHalogenoctovéé kyselinykyseliny
kyselinakyselina jodoctovjodoctováá::
– může reagovat s aminoskupinami lyzinu nebo imidazolového

kruhu histidinu, se sulfhydrylovou skupinou cysteinu i 
s methylthioskupinou methioninu

– reakce závisí na pH prostředí
daldalšíší αα--halogenoctovhalogenoctovéé kyselinykyseliny -- podobnpodobněě
– reaktivita derivátů klesá v řadě I > Br > Cl > F
– z druhé strany v řadě sulfhydryl > imidazolyl > thioether > amin
– za ekvimolárních poměrů a v mírně alkalickém prostředí jodacetát

reaguje exkluzivně s cysteinovým zbytkem
kkyselinayselina chloroctovchloroctováá slousloužžíí k k derivatizaciderivatizaci hydroxylovýchhydroxylových
skupinskupin v v polysacharidovýchpolysacharidových matricmatricííchch ((dextrandextran))
– reakce probíhá v alkalickém pH:

R OH Cl
O

O R
O

O

O

-HCl
+

nnejbejběžěžnněějiji konverzekonverze karboxylkarboxyluu pomocpomocíí diamindiaminůů v pv přříítomnosti tomnosti 
karbodiimidkarbodiimiduu (EDC)(EDC) -- vznikvznikáá amidovamidováá vazbavazba a a druhdruháá koncovkoncováá
aminoskupinaaminoskupina zzůůststáávváá volnvolněě k k dispozicidispozici

konverze konverze karboxyskupinykarboxyskupiny na na aminoskupinyaminoskupiny výraznvýrazněě ovlivnovlivníí celkový celkový 
nnááboj boj biomolekulybiomolekuly a taka takéé jejjejíí pIpI hodnotuhodnotu
– často je to zamýšleným účelem modifikace

VnesenVneseníí aminoskupinyaminoskupiny

NH2

NH2

NH2 N
H

NH2

NH2

O
O

NH2

NH2

NH2

ethylendiaminethylendiamin (kr(kráátký mtký můůstek)stek)
hexamethylendiaminhexamethylendiamin
((1,61,6--diaminohexan)diaminohexan)
3,33,3’’--iminobisiminobis((propylaminpropylamin))
JeffaminJeffamin EDREDR--148 (hydrofiln148 (hydrofilníí))
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lze pomoclze pomocíí aminoethylaminoethyl--8,N8,N--((jodoethyljodoethyl))trifluoracetamidutrifluoracetamidu::

– deblokace v druhém kroku je spontánní

ethyleniminethylenimin vv alkalickalkalickéém prostm prostřřededíí -- reakce preakce přřeveváážžnněě pouze spouze s CysCys
– činidlo může vznikat přímo v alk. směsi cyklizací z 2-bromoethylaminu

--SH na SH na --NHNH22

I
N
H

O

F
F

F

R SH F

F
F

O

OH

R
S

NH2

H-I

N
H

F
F

F
O

S
R

R S
N
H

R
S

NH2+

AldehydAldehyd nana --NHNH22

redukredukččnníí aminacaminacee pomocpomocíí amoniakuamoniaku nebo nebo diaminudiaminu
vv ppřříítomnosti tomnosti kyanoborohydridukyanoborohydridu sodnsodnéého ho NaCNBHNaCNBH33
– vzniká Schiffova báze, pak stabilizována redukcí
– lze takto připravit např. aminovaný dextran po předcházející

oxidaci jodistanem
– nedochází k redukci aldehydické skupiny

R H

O R

NH

R

NH2

NH2

NH2

R

N
NH2

R

NH
NH2

NaCNBH3

NH3



29

--NHNH22 z z tyrosinutyrosinu

nitrace pomocnitrace pomocíí tetranitromethanutetranitromethanu
nitroskupina se zredukujenitroskupina se zredukuje nana aminoskupinuaminoskupinu
lzelze výhodnvýhodněě aktivovaktivovatat kyselinou dusitoukyselinou dusitou na na diazoniovoudiazoniovou
ssůůl pro kopulal pro kopulaččnníí reakcereakce

R OH
C(NO2)4

R OH

NO2

R OH

NH2

Na2S2O4

AminoskupinaAminoskupina nana aldehydaldehyd

sukcinimidylsukcinimidyl--pp--formylbenzoovformylbenzoováá kyselina (SFB)kyselina (SFB)
sukcinimidylsukcinimidyl--pp--formylformyl--fenoxyoctovfenoxyoctováá kyselina (SFPA)kyselina (SFPA)
– při reakci vzniká amidová vazba, v případě proteinů výrazně

narůstá jejich hydrofobicita

N

O

O

O

O O

H N

O

O

O

O O
O

H

SFB SFPA
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H
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H
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H
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H
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NHH
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H
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H

N

HH

OO

N

O
N

N

HH

O O

H

H

O

N
N

R NH2

NaCNBH3
R

2

3

+

+

+

(CH )2 3

+

GA

A

C

D

E

GlutaraldehydGlutaraldehyd

kyanoborohydridkyanoborohydrid neredukujeneredukuje
aldehydyaldehydy, , borohydridborohydrid anoano!!

B

SchiffovSchiffovaa bbáázzee
--C=NC=N-- jjee redukovredukováána na na na 
stabilnstabilněějjšíší formuformu ((AA))

reagujreagujíí ii oligomernoligomerníí aduktyadukty
glutaraldehyduglutaraldehydu ((EE), ), probprobííhháá
adiceadice aminoskupinyaminoskupiny nana
dvojnoudvojnou vazbuvazbu ((BB))

kondenzkondenzaceace nana cyklcykl.. produktprodukt ((CC), ), 
pak pak reakcreakcee s s lyzinovýlyzinovýmimi
zbytkzbytky y -- zeszesííttěěnníí

tvorbtvorbaa smsmíšíšenýchených konjugkonjugááttůů, , 
mmáálolo definovandefinovanéé a a ččastoasto
vysokomolekulvysokomolekuláárnrníí

ccyklickyklickáá hemiacetalovhemiacetalováá forma se forma se 
vyskytujevyskytuje zejmzejméénana v v kyselkyseléémm
prostprostřřededíí, , mmůžůžee ddáálele
polymerovatpolymerovat ((DD))

αα,,ββ nenasycenýnenasycený aldehydovýaldehydový
polymer (polymer (EE) ) vznikvznikáá ppřřii
zzáásaditsaditéémm pHpH

spojenspojeníí dvou dvou biomolekulbiomolekul -- vyvyžžaduje aduje ččinidla, kterinidla, kteráá dokdokáážžíí
spojit pspojit přříímo dvmo dvěě rrůůznznéé nebo shodnnebo shodnéé povrchovpovrchovéé skupiny skupiny 
na obou rna obou růůzných molekulzných molekulááchch

ppřříímméé spojenspojeníí biomolekulbiomolekul bez pbez přříítomnosti ntomnosti něějakjakéé
mmůůstkovstkovéé spojovacspojovacíí struktury struktury -- zerozero lengthlength crosslinkerscrosslinkers

karbodiimidykarbodiimidy, , karbonyldiimidazolkarbonyldiimidazol,,
aldehyd + aldehyd + aminoskupinaaminoskupina

vvččlenleníí se se spojovacspojovacíí mmůůstekstek popožžadovanadovanéé definovandefinovanéé ddéélky lky 
tzv. tzv. linkerlinker –– bifunkbifunkččnníí ččinidlainidla

BiokonjugaBiokonjugaččnníí reakcereakce



31

HomobifunkHomobifunkččnníí ssííťťujujííccíí ččinidlainidla
symetricksymetrickáá ččinidla, co majinidla, co majíí dvdvěě shodnshodnéé reaktivnreaktivníí skupinyskupiny
ččinidloinidlo se se spojspojíí jednjedníímm koncemkoncem s s biomolekulybiomolekuly AA
druhýdruhý konkoneec c se se spojspojíí s s biomolekuloubiomolekulou B B 
vznikne vznikne AA--B B konjugkonjugáátt (to (to jeje žžáádanýdaný produktprodukt))
– nežádoucí produkty: A-A, B-B, oligomerní AxBy, prokřížení skupin v rámci 

jedné molekuly A (nebo B)
prprůůbběěh je mh je máálo definovanýlo definovaný
provprováádděěnníí reakcereakce
– jednokrokově – vše se smíchá dohromady – pak vznikají často 

oligomerní, případně i precipitující produkty
– nejprve biomolekulu A smíchat s konjugačním činidlem a nechat 

proběhnout její modifikaci, odstranit nadbytek činidla (např. dialýzou) a 
pak přidat druhou biomolekulu B 

komplikace komplikace -- nestabilita reaktivnnestabilita reaktivníích skupin ve vodnch skupin ve vodnéém prostm prostřřededíí
– mimo konjugaci probíhá i hydrolýza

ppřřes uves uváádděěnnéé nedostatky se bnedostatky se běžěžnněě a a úúspspěěššnněě vyuvyužžíívajvajíí

O
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O

O

N
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S
S

O

N
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R
R'

HomobifunkHomobifunkččnníí NHS esteryNHS estery
karboxylovkarboxylovéé skupiny aktivovanskupiny aktivovanéé NN--hydroxysukcinimidovouhydroxysukcinimidovou skupinou skupinou 
(NHS) (nebo (NHS) (nebo sulfosulfo--NHS) NHS) -- velmi reaktivnvelmi reaktivníí vvůčůči i nukleofilnnukleofilníímm --NHNH22

obecnobecnáá struktura struktura NHSNHS--zz--NHSNHS, z, z znaznaččíí ststřřednedníí ččáást = spojovacst = spojovacíí mmůůstek:stek:

dithiobisdithiobis((sukcinimidylpropionsukcinimidylpropionáátt)) (DSP nebo DTSP), (DSP nebo DTSP), LomantovoLomantovo
ččinidlo, z = 1,2 inidlo, z = 1,2 nmnm, , disulfidovdisulfidovéé uskupenuskupeníí mmůžůže být roze být rozššttěěpeno pomocpeno pomocíí
DTT nebo DTT nebo merkaptoethanolumerkaptoethanolu
– sulfonovaná varianta: 

3,3’-dithiobis(sulfo-sukcinimidyl
-propionát) (DTSSP)

– rozpustný ve vodě

DSP a vznikajDSP a vznikajííccíí produkt:produkt:

N N
O Oz
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OO

NH2RR' NH2

z
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NHS NHS

DSP

R-z-R’
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DalDalšíší NHS NHS bifunkbifunkččnníí ččinidlainidla
disukcinimidylsuberdisukcinimidylsuberáátt ((DSSDSS), C8 alifatický m), C8 alifatický můůstek, z = 1,14 stek, z = 1,14 nmnm
– existuje sulfovarianta bis(sulfosukcinimidyl)suberát (BS3)
– hydrofilní BS3 je výhodný k prokřížení (bílkovinných) komplexů na 

povrchu buněk - činidlo neprochází buněčnou membránou
– kratší C5 můstek, z = 0,77 nm, poskytuje disukcinimidylglutarát (DSG)

ddisukcinimidyltartrisukcinimidyltartráátt ((DSTDST) ) vytvvytváářříí kratkratšíší mmůůstekstek o o ddéélcelce 0,64 nm0,64 nm
– přítomnost dvou hydroxylů uprostřed můstku umožňuje rozštěpit spojení

použitím mírné oxidace jodistanem
nejkratnejkratšíší spojenspojeníí vytvovytvořříí N,NN,N’’--disukcinimidylkarbondisukcinimidylkarbonáátutu ((DSCDSC) ) 
– spojením vzniká substituovaný derivát močoviny, vůči nukleofilům je 

extrémně reaktivní
– nelze použít ve vodném prostředí, hydrolýzou vzniká CO2 a 2 NHS
– pro derivatizaci polyethylenglykolů - spojí hydroxy a aminoskupinu za

vzniku karbamátového uskupení
– napřed se v nevodném prostředí aktivuje PEG, ten pak může ve vodném

prostředí reagovat s proteiny (pegylace)
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O
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HomobifunkHomobifunkččnníí imidoesteryimidoestery

imidoesterovimidoesterováá (jinak (jinak imidimidáátovtováá) skupina ve vodn) skupina ve vodnéém prostm prostřřededíí reaguje reaguje 
ss aminoskupinouaminoskupinou za vzniku za vzniku imidoamiduimidoamidu ((amidinuamidinu))
– činidlo i produkt jsou ve vodném prostředí protonovány na imidovém

dusíku, tedy dobře rozpustné

aamidinovmidinováá vazbavazba jeje stabilnstabilníí v v mmíírnrněě kyselkyseléémm prostprostřřededíí, , ppřřii vyvyššíššímm pH pH 
mmůžůžee hydrolyzovathydrolyzovat
ččinidlainidla jsoujsou nana bbáázizi imidoderivimidoderivááttůů dikarboxylovýchdikarboxylových kyselinkyselin::
– dimethyl adipimidát (DMA, C6 z = 0,86 nm)
– dimethyl pimelimidát (DMP, C7 z = 0,92 nm)
– dimethyl suberimidát (DMS, C8 z = 1,1 nm)

DMP DMP stabilizstabilizujeuje komplexy komplexy protilprotiláátektek s s proteinemproteinem AA
ddimethylimethyl--3,33,3’’--dithiobispropionimiddithiobispropionimidáátt ((DTBPDTBP) ) obsahujeobsahuje uprostuprostřředed
disulfidovdisulfidovéé spojenspojeníí ((z = z = 1,19 nm)1,19 nm)
– může být případně rozštěpen DTT

O Oz
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HomobifunkHomobifunkččnníí ččinidla spojujinidla spojujííccíí --SH skupinySH skupiny
dvdvěě skupiny podle stability vznikajskupiny podle stability vznikajííccíího spojenho spojeníí::
– disulfidová vazba - spojení lze snadno rozrušit pomocí oxidačních činidel
– thioetherová vazba - spojení trvanlivé

1,4 1,4 didi--[3[3’’--(2(2--pyridyldithiopyridyldithio))--propionamidopropionamido] butan (] butan (DPDPBDPDPB))
– reverzibilní spojení biomolekul, z = 1,6 nm, 14 atom. řetězec
– odštěpovaný pyridin-2-thion lze sledovat při 343 nm
– pro vytváření konjugátů redukovaných molekul protilátek s enzymy
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H

R SH SH R'
NS

R R'

DPDPB

ThioetherovThioetherovéé spojenspojeníí
bis(bis(maleimidomaleimido)hexan ()hexan (BMHBMH) reaguje v) reaguje v neutrneutráálnlníím prostm prostřřededíí za vzniku za vzniku 
stabilnstabilníího spojenho spojeníí (z = 1,6 (z = 1,6 nmnm))
dochdocháázzíí kk adici adici sulfhydrylovýchsulfhydrylových skupin na dvojnskupin na dvojnéé vazby vvazby v cyklu a cyklu a 
vznikajvznikajíí tak stabilntak stabilníí thioetherovthioetherovéé vazbyvazby
– mechanismus vychází z použití N-ethylmaleimidu (NEM) jako inhibitoru 

cíleného na SH skupinu

R SH SH R'
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HomobifunkHomobifunkččnníí aldehydyaldehydy
ddřřííve zmve zmíínněěný ný glutaraldehydglutaraldehyd
formaldehydformaldehyd -- nejkratnejkratšíší spojovacspojovacíí mmůůstek, reaguje proststek, reaguje prostřřednictvednictvíímm
MannichovýchMannichových kondenzackondenzacíí (A) (A) 
– spojuje sloučeniny s aktivovanými vodíky (např. na jádře fenolu v ortho a 

para polohách) s formaldehydem a dále s aminoskupinou
ppřřes es imoniovýimoniový kationtkationt ss aminoskupinouaminoskupinou (B)(B)
– spontánně vznikne reaktivní imoniový kation, který zreaguje s další

aminoskupinou a dojde ke spojení přes C1 můstek

OH

R

O

H H
R' NH2

OH

R

N
H

R'

R' NH2

R NH2

O

H H
R NH2 CH2 OH R NH CH2 R
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BisBis--epoxidovepoxidovéé slouslouččeninyeniny
jsou schopnjsou schopnéé spojovat spojovat biomolekulybiomolekuly obsahujobsahujííccíí nukleofilnnukleofilníí skupiny skupiny 
vvččetnetněě aminaminůů, hydroxyl, hydroxylůů a a sulfhydrylsulfhydrylůů
dochdocháázzíí kk otevotevřřeneníí ttřřííččlennlennéého epoxidovho epoxidovéého kruhu (A)ho kruhu (A)
reakce probreakce probííhajhajíí vv mmíírnrněě alkalickalkalickéém prostm prostřřededíí
kk aktivaci matric nesoucaktivaci matric nesoucíích hydroxylovch hydroxylovéé skupiny (polysacharidy)skupiny (polysacharidy)
nejznnejznáámměějjšíším m ččinidlem je inidlem je 1,41,4--butandiolbutandiol diglycidyletherdiglycidylether (B)(B)
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bisbis[[ββ--(4(4--azidosalicylamidoazidosalicylamido)ethyl])ethyl]disulfiddisulfid ((BASEDBASED) je aktivov) je aktivováán n 
ozozáářřeneníím UV svm UV svěětlem (270 tlem (270 nmnm))
uvolnuvolníí se molekula dusse molekula dusííku a vznikne velmi reaktivnku a vznikne velmi reaktivníí a nesta nestáálý lý 
arylnitrenarylnitren -- rychle se prychle se přřememěěnníí za rozza rozšíšířřeneníí aromatickaromatickéého kruhu na ho kruhu na 
dehydroazepindehydroazepin, ten n, ten nááslednsledněě reaguje sreaguje s aminoskupinouaminoskupinou biomolekulybiomolekuly

derivderiváát vzniklý po konjugaci obsahuje na 7t vzniklý po konjugaci obsahuje na 7--ččlennlennéém kruhu fenolický m kruhu fenolický 
hydroxyl, který ho aktivuje naphydroxyl, který ho aktivuje napřř. pro . pro elektrofilnelektrofilníí znaznaččeneníí
radioaktivnradioaktivníím jodemm jodem

FotoreaktivnFotoreaktivníí crosslinkerycrosslinkery
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daldalšíší momožžnostinosti……

aktivovanaktivovanéé vodvodííky na aromatickky na aromatickéém jm jááddřře e -- diazoniovdiazoniovéé derivderiváátyty
úúspspěěššnnéé spojenspojeníí se projevse projevíí oranoranžžovým nebo jeovým nebo ješšttěě tmavtmavšíším m 
zbarvenzbarveníím vzniklých m vzniklých konjugkonjugááttůů --charakteristickcharakteristickéé pro pro diazosloudiazoslouččeninyeniny
diazoniovdiazoniovéé slouslouččeniny se obvykle generujeniny se obvykle generujíí zz ppřřííslusluššných ných diamindiaminůů --
oo--tolidintolidin a a benzidinbenzidin ((pp--diaminodifenyldiaminodifenyl) ) -- reakcreakcíí ss NaNONaNO22 vv slabslaběě
kyselkyseléém prostm prostřřededíí vv chlazenchlazenéé reakreakččnníí smsměěsisi
vzniklvznikláá diazoniovdiazoniováá ssůůl reaguje ochotnl reaguje ochotněě se zbytky se zbytky tyrosinutyrosinu a histidinua histidinu

difluorbenzenovdifluorbenzenovéé derivderiváátyty -- atomy atomy fluorufluoru nana vhodnvhodněě aktivovanaktivovanéémm
aromatickaromatickéémm jjááddřřee ((napnapřř. . pomocpomocíí nitroskupinnitroskupin) ) reagujreagujíí substitusubstituččnněě s s 
aminoskupinamiaminoskupinami
– mohou ale reagovat i jiné nukleofily

ddostupnostupnáá ččinidlainidla jsoujsou 1,51,5--difluorodifluoro--2,42,4--dinitrobenzendinitrobenzen ((DFDNBDFDNB) ) nebonebo
4,44,4’’--difluorodifluoro--3,33,3’’--dinitrodifenylsulfondinitrodifenylsulfon ((DFDNPSDFDNPS))
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HeterobifunkHeterobifunkččnníí konjugakonjugaččnníí ččinidlainidla
obsahujobsahujíí dvdvěě rrůůznznéé reaktivnreaktivníí skupinyskupiny -- spojspojíí se sse s rrůůznými funkznými funkččnníími mi 
skupinami konjugovaných skupinami konjugovaných biomolekulbiomolekul
poupoužžititíí obvykle probobvykle probííhháá ve dvou nebo tve dvou nebo třřech krocech krocííchch
– výrazně se omezuje množství oligomerních nebo polymerních produktů
– činidlo je smícháno s první biomolekulou, kterou derivatizuje svou 

reaktivnější skupinou
– nadbytek činidla je odstraněn (dialýza, gelová filtrace)
– druhá reaktivní skupina je obvykle stabilnější a následně reaguje 

s druhou biomolekulou
variabilita reaktivnvariabilita reaktivníích skupin ch skupin -- lze llze léépe vybrat cpe vybrat cíílovlovéé mmíístosto
– menší narušení důležitých aktivních míst (epitop antigenu, vazebné místo 

protilátky, aktivní místo enzymu …)
ddůůleležžititáá je i spojovacje i spojovacíí mmůůstkovstkováá ččáást st –– linkerlinker
– může být samozřejmě pasivní
– může být cílem dalších reakcí, zejména se jedná o rozštěpení
– význam pro zachování bioaktivity konjugátu má délka a polarita linkeru

SpojenSpojeníí --SH a SH a --NHNH22
nejnejččastastěějjšíší vzhledem kvzhledem k bběžěžnnéé dostupnosti cdostupnosti cíílových skupin lových skupin 
vv bbíílkovinlkovinááchch
pro pro aminoskupinuaminoskupinu je vje v ččinidle nejinidle nejččastastěěji pji přříítomna NHS skupina tomna NHS skupina 
vv kombinaci skombinaci s nněěkolika mokolika možžnostmi pro SH skupinynostmi pro SH skupiny
NN--sukcinimidylsukcinimidyl--33--(2(2--pyridylditiopyridylditio))propionpropionáátt ((SPDPSPDP) poskytuje ) poskytuje 
amidovou vazbu samidovou vazbu s biomolekuloubiomolekulou nesoucnesoucíí --NHNH22 a a disulfidovoudisulfidovou vazbu vazbu 
ss biomolekuloubiomolekulou nesoucnesoucíí --SH:SH:

pro SPDP je z = 0,68 pro SPDP je z = 0,68 nmnm
s dels delšíším m řřetetěězcem (z = 1,12 zcem (z = 1,12 nmnm) pod n) pod náázvem zvem LCLC--SPDPSPDP ((longlong--chainchain))
rozpustnrozpustněějjšíší se sulfonovanou NHS skupinou se sulfonovanou NHS skupinou –– SulfoSulfo--LCLC--SPDPSPDP
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sukcinimidyloxykarbonylsukcinimidyloxykarbonyl--αα--methylmethyl--αα--(2(2--pyridyldithiopyridyldithio)toluen ()toluen (SMPTSMPT))
– můstek tvořený benzenovým jádrem a methylovou skupinou chránící

disulfidovou skupinu (sterická zábrana ataku) zlepšuje trvanlivost 
konjugátů

– analog Sulfo-LC-SMPT
– spojení biomolekul lze rozebrat

v místě -S-S- vazby redukcí (např. DTT)

„„nerozebnerozebííratelnratelné“é“ spoje pouspoje použžíívajvajíí pro SH skupinu pro SH skupinu maleimidovoumaleimidovou nebo nebo 
jodacetjodacetáátovoutovou reaktivnreaktivníí ččáástst
– sukcinimidyl-4-(N-maleiimidomethyl)cyklohexan-karboxylát (SMCC)

z = 1,16 nm)

– další alternativní činidla: m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimidoester
(MBS, 0,99 nm), sukcinimidyl-4-(p-maleimidofenyl)butyrát (SMPB, 1,45 nm) 
a N-(γ-maleimidobutyryloxy)-sukcinimidester (GMBS, 1,02 nm)
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NN--sukcinimidylsukcinimidyl(4(4--jodoacetyljodoacetyl))--aminobenzoaminobenzoáátemtem ((SIABSIAB, 1,06 , 1,06 nmnm))

alternativnalternativníí ččinidlainidla
– sukcinimidyl-6-[(jodoacetyl)-amino]hexanoát (SIAX)
– jeho varianta s můstkem prodlouženým o aminohexanovou kyselinu, tj. 

sukcinimidyl-6-[6-(((jodoacetyl)amino)-hexanoyl)amino]hexanoát (SIAXX)
– sukcinimidyl-4-(((jodoacetyl)amino)methyl)cyklohexan-1-karboxylát 

(SIAC) s analogem SIACX mají objemnější spojovací můstek
pp--nnitrofenyljodoitrofenyljodo--acetacetáát (t (NPIANPIA) v) vůčůči i ––NHNH22 reagujereaguje podobnpodobněě jako NHS, jako NHS, 
vznikvznikáá taktakéé amidovamidováá vazbavazba
– výhodou může být krátké spojení mezi biomolekulami
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SpojenSpojeníí >C=O>C=O a a --NHNH22
pro pro konjugacikonjugaci zejmzejméénana sacharidsacharidůů (a (a glykoproteinglykoproteinůů))
– oxoskupina se snadno generuje mírnou oxidací jodistanem
– reaguje s ní zejména hydrazidová skupina
– z druhé strany se účastní skupiny popsané již dříve

hydrazidhydrazid kyselinykyseliny 44--(4(4--NN--maleimidofenyl)maleimidofenyl)--mmááselnselnéé ((MPBHMPBH), z = 1,79 nm), z = 1,79 nm
– je vhodné provést reakci nejprve s SH skupinou, purifikovat produkt a následně

připojit aldehydovou skupinu. 
rozebrozebííratelnratelnéé spojenspojeníí se se zzíískskáá 33--(2(2--pyridyldithio)pyridyldithio)--propionylhydrazidem (propionylhydrazidem (PDPHPDPH))

MPBH

PDPH

AminoAmino-- a a fotoreaktivnfotoreaktivníí konjugakonjugaččnníí ččinidlainidla
jednajedna ččáást st ččinidel je aktivovinidel je aktivováána svna svěětlemtlem -- arylazidyarylazidy, , fluorovanfluorovanéé arylaryl
azidyazidy, , benzofenonybenzofenony, n, něěkterkteréé diazosloudiazoslouččeninyeniny a a diazirinovdiazirinovéé derivderiváátyty
– první konjugační reakce napojí činidlo na biomolekulu (pracovat ve tmě)
– odstraní se nadbytek činidla a navázaná fotoreaktivní skupina pak po 

osvětlení reaguje s partnerskou biomolekulou
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NN--hydroxysukcinimidylhydroxysukcinimidyl--44--azidosalicylazidosalicyláátt ((NHSNHS--ASAASA, 0,80 , 0,80 nmnm))
– derivatizuje aminoskupiny obvyklým způsobem – vznik amidové vazby
– k dispozici jsou i varianty Sulfo-NHS-ASA a Sulfo-NHS-LC-ASA (1,8 nm) 

ffenolickýenolický hydroxyl aktivuje benzenovhydroxyl aktivuje benzenovéé jjáádro pro znadro pro značčeneníí
radioaktivnradioaktivníím jodem, to lze provm jodem, to lze provéést pst přřed ed fotoreakcfotoreakcíí
– k dispozici jsou varianty bez hydroxylu na benzenovém jádře:

NN--hydroxysukcinimidylhydroxysukcinimidyl--44--azidobenzoazidobenzoáátt ((HSABHSAB, 0,90 , 0,90 nmnm))
ppřříípadnpadněě ss nitroskupinou Nnitroskupinou N--55--azidoazido--22--nitrobenzoyloxysukcinimidnitrobenzoyloxysukcinimid
((ANBANB--NOSNOS, 0,77 , 0,77 nmnm))
ššttěěpitelnpitelnéé konjugkonjugáátyty poskytuje poskytuje sulfosukcinimidylsulfosukcinimidyl--
22--(p(p--azidosalicylamidoazidosalicylamido)ethyl)ethyl--1,31,3’’--dithiopropiondithiopropionáátt (SASD, 1,89 (SASD, 1,89 nmnm))
linkerlinker mmůžůže být alifatický e být alifatický řřetetěězec u Nzec u N--sukcinimidylsukcinimidyl--66--(4(4’’--azidoazido--
22’’--nitrofenylaminonitrofenylamino))hexanohexanoááttuu ((SANPAHSANPAH, 1,82 , 1,82 nmnm))
– nitroskupina podporuje fotoaktivaci již nad 320 nm
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ssulfosukcinimidylulfosukcinimidyl--22--(7(7--azidoazido--44--methylkumarinmethylkumarin--33--acetamidacetamid)ethyl)ethyl--
1,31,3’’--dithiopropiondithiopropionáátt ((SAEDSAED, 2,25 , 2,25 nmnm))
– vzniklý konjugát obsahuje fluoreskující uskupení – derivát kumarinu
– lze tak pohodlně sledovat pohyb konjugátu
– fluorescence se přitom iniciuje až po fotolytické reakci

ppodobnodobněě se chovse chováá sulfosukcinimidylsulfosukcinimidyl--77--azidoazido--44--methylkumarinmethylkumarin--
33--acetacetáát (t (SulfoSulfo--SAMCASAMCA, 1,28 , 1,28 nmnm))
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aalternativnlternativníí fotolytickoufotolytickou skupinou je skupinou je diazopyruvdiazopyruvááttovovéé uskupenuskupeníí
– poskytuje reaktivní karbenové uskupení, které se přemění Wolfovým 

přesmykem (W) na ketenové uspořádání
– pak aduje nukleofilní skupinu - p-nitrofenyldiazopyruvát (pNPDP)

ppodobnýmodobným mechanismem reaguje i mechanismem reaguje i pp--nitrofenylnitrofenyl--22--diazodiazo--
3,3,33,3,3--trifluoropropiontrifluoropropionáátt (PNP(PNP--DPT)DPT)
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SulfhydrylovSulfhydrylováá a a fotoreaktivnfotoreaktivníí konjugakonjugaččnníí ččinidlainidla
kkombinacombinacíí ppřředchozedchozííchch skupin skupin jeje 11--((pp--azidosalicylamidoazidosalicylamido))--
44--((jodacetamidojodacetamido)butan (ASIB) a N)butan (ASIB) a N--[4[4--(p(p--azidosalicylamido)butyl]azidosalicylamido)butyl]--
33’’--(2(2’’--pyridyldithio) pyridyldithio) propionamidpropionamid (APDP)(APDP)
jinoujinou fotoaktivnfotoaktivníí ččáást obsahuje st obsahuje benzofenonbenzofenon--44--jodacetamidjodacetamid
– výhoda benzofenonu - možnost opakovaného průběhu fotoaktivace i po 

nekonjugační zpětné rekombinaci volných elektronů
– vyšší výtěžky konjugace
– alternativní SH-reaktivní část má benzofenon-4-maleimid

UV

benzofenon-4-jodacetamid

HI
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DalDalšíší fotokonjugacefotokonjugace
ss guanidinovouguanidinovou skupinou skupinou argininuargininu mmůžůže reagovat e reagovat 
pp--azidofenylglyoxalazidofenylglyoxal (APG)(APG)

pproro napojennapojeníí fotoaktivnfotoaktivníí ččáásti na sti na aldehydovoualdehydovou skupinu je skupinu je 
poupoužžitelný itelný pp--azidobenzoylhydrazidazidobenzoylhydrazid (ABH)(ABH)
kkarboxyskupinaarboxyskupina mmůžůže být e být fotoaktivovfotoaktivováánana pomocpomocíí
44--((pp--azidosalicylamidoazidosalicylamido) ) butylaminubutylaminu (ASBA)(ASBA)
– jeho volná aminoskupina se spojí s karboxylem v přítomnosti 

karbodiimidu, kdy vznikne amidová vazba
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FluorescenFluorescenččnníí metodymetody

šširokirokéé poupoužžititíí v oblasti výzkumu i praktickv oblasti výzkumu i praktickéé aplikaceaplikace
bioanalytickbioanalytickéé metodymetody
– klinická chemie (fluorogenní substráty při stanovení enzymů)
– imunochemické metody (ELISA, FIA fluoresceční imunoanalýza)
– genetické analýzy a DNA biočipy
– monitorování prostředí (fluorecenční proby)

biomedicbiomedicíínnaa
– identifikaci a separace buněk v průtokové cytometrii
– zobrazení buněčných komponent ve fluorescenční mikroskopii a 

analýze obrazu
– konformace a dynamika buněčných systémů
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FluorescenFluorescencece

fluorescence = fotoluminiscence,fluorescence = fotoluminiscence,
emise svemise svěětelntelnéého kvanta pho kvanta přři ni náávratuvratu
elektronu z vyelektronu z vyššíšší energetickenergetickéé hladiny, hladiny, 
kam byl vybuzen kam byl vybuzen fotoexcitacfotoexcitacíí
fluorescence fluorescence FF se udse udáávváá ppřři uri urččititéé vlnovvlnovéé ddéélcelce
– emisní x excitační spektra
– relativní vyjádření, alternativně jako

intenzita světelného toku na jednotkovou 
plochu ("count")

daldalšíší charakteristiky: kvantový výtcharakteristiky: kvantový výtěžěžek ek ΦΦ, st, střřednedníí doba doba žživota ivota ττ, , 
polarizace polarizace P P (sm(směěr kmitr kmitáánníí el. vektoru el. vektoru emgemg. vlny). vlny)
fluorescence prakticky ihned (10fluorescence prakticky ihned (10--8 8 s) po skons) po skonččeneníí excitace ustaneexcitace ustane
fosforescence trvfosforescence trváá deldelšíší dobu, pdobu, přři excitaci vzniki excitaci vznikáá metastabilnmetastabilníí stavstav
energetickenergetickéé ppřřechody echody -- JablonskJablonskéého diagramho diagram:: ((vznikvznik a za záániknik
excitovaných stavexcitovaných stavůů))

clkI f εΦ=

D
detektor

intenzita I0

c

zdroj svzdroj svěětlatla
fluorescencefluorescence
(kolmo na excita(kolmo na excitaččnníí
paprsek)paprsek)

IIff

I0 >> If

FluorescenceFluorescence

SS00

SS22

SS11

TT11

absorbceabsorbce absorbceabsorbce

kolizekolize

vnitvnitřřnníí
ppřřechodechod

vnvněějjšíší
ppřřechodechod

ppřřechod meziechod mezi
systsystéémymy

fluorescencefluorescence fosforescencefosforescence

relaxacerelaxace

SS00, S, S11, , …… energetickenergetickéé hladinyhladiny

vibravibraččnníí
hladinyhladiny

neradianeradiaččnníí
ppřřechodyechody

ττ ≈≈ 1010--1515 ss 1010--88 ss 1010--33 -- 1 s1 s
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KashovoKashovo pravidlopravidlo::
– před emisí dochází k relaxaci vibrační energie a vnitřní konverzi, takže

fluorescenční přechod nastává z nejnižší vibrační hladiny prvního
excitovaného stavu S1

VavilovVavilovůůvv zzáákonkon::
– kvantový výtěžek a doba trvání excitovaného stavu složitých molekul v 

roztoku nezávisí na vlnové délce budícího záření
– obecná vlastnost fluorescence: emisní spektra jsou nezávislá na vlnové

délce excitace
ZcadlovZcadlováá symetriesymetrie mezimezi absorpabsorpččnníímm a a fluorescenfluorescenččnníímm ppáásemsem::
– absorpce i emise z odpovídajících si vibračních hladin mají stejnou

relativní pravděpodobnost. Většina absorbujících i emitujících molekul se
nachází v rovnovážném vibračním stavu, přičemž vibrační struktura
základního i excitovaného stavu mají stejnou strukturu

– po absorpci přechází elektron z rovnovážné vibrační hladiny stavu S0 na
vyšší vibrační hladinu stavu S1, poté dochází k rychlé relaxaci na stavu S1
(v čase 10-12-10-13 s) a teprve poté následuje zářivý přechod na vyšší
vibrační hladinu stavu S0 a další vibrační relaxace na rovnovážnou
vibrační hladinu stavu S0

– výjimky jsou důsledkem rozdílného geometrického uspořádání
atomových jader v excitovaném a základním stavu

StokesStokesůůvv posuvposuv
– rozdíl v energiích mezi maximy absorpčního a emisního pásu

SledovSledováánníí a ma měřěřeneníí fluorescencefluorescence
spektrofluorimetryspektrofluorimetry –– mměřěříí ststřřednedníí signsignáál cell celéého vzorku v ho vzorku v kyvetkyvetěě nebo nebo 
v jamce v jamce mikrodestimikrodestiččkyky
fluorescenfluorescenččnníí mikroskopymikroskopy –– umoumožňžňujujíí pozorovat fluorescenci dvojpozorovat fluorescenci dvoj--
nebo trojrozmnebo trojrozměěrných mikroskopických rných mikroskopických objektobjektùù
fluorescenfluorescenččnníí skeneryskenery (i "(i "ččteteččky" ky" mikrodestimikrodestiččekek) ) –– mměřěříí fluorescenci fluorescenci 
2D makroskopických objekt2D makroskopických objektůů (elektroforetick(elektroforetickéé gely, gely, blotybloty, , 
chromatogramychromatogramy))
prprůůtokovtokovéé cytometrycytometry –– mměřěříí fluorescenci velkfluorescenci velkéého mnoho množžstvstvíí
jednotlivých bunjednotlivých buněěk a umok a umožňžňujujíí identifikaci a separaci jejich identifikaci a separaci jejich 
subpopulacsubpopulacíí

mměřěřeneníí relaxarelaxaččnníích ch ččasasůů ((pulznpulzníí, nebo f, nebo fáázový posun zový posun -- frekvenfrekvenččnněě
modulovanmodulovanéé svsvěětlo)tlo)
fluorescenfluorescenččnníí korelakorelaččnníí spektroskopiespektroskopie (FCS) (FCS) 
– fluktuace intenzity F v mikroobjemu (10-15 l) určeném fokusovaným 

laserovým excitačním paprskem
– rychle difundující fluorofory - fluktuace fluorescence (nedochází ke 

zprůměrování), její časová závislost se analyzuje pomocí autokorelační
funkce (informace o kinetice, difúzi, koncentraci molekul ve vzorku)
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RozdRozděělenleníí fluoroforfluoroforůů
vlastnvlastníí (vnit(vnitřřnníí, , intrinsicintrinsic) ) -- ppřřirozený výskytirozený výskyt
– proteiny (Trp, Tyr, Phe), NADH, FAD, FMN, chorofyl
– fykobiliproteiny, green fluorescent protein (GFP)

nevlastnnevlastníí (vn(vněějjšíší, , extrinsicextrinsic) ) -- ppřřididáávajvajíí se ke vzorkse ke vzorkůům, m, 
kterkteréé samy nemajsamy nemajíí fluorescenfluorescenččnníí vlastnostivlastnosti

fluorescefluoresceččnníí znaznaččky ky (v(váážžíí se kovalentnse kovalentněě))
fluorescefluoresceččnníí sondy (vsondy (váážžíí se nekovalentnse nekovalentněě))
– fluorofory, jejichž kvantový výtěžek, případně i spektrální

vlastnosti se výrazně mění po navázání na bílkoviny, nukleové
kyseliny, membrány aj.

– studium změn konformace, membránového potenciálu, polarity a 
viskozity prostředí

fluorescenfluorescenččnníí indikindikáátory (chemicktory (chemickéé sondy)sondy)
– spektrální vlastnosti nebo intenzita fluorescence jsou citlivé na 

přítomnost dalších látek - zjištění koncentrace

FluoresceFluoresceččnníí znaznaččkyky

klasickklasickéé: organick: organickáá barviva, fluorescentnbarviva, fluorescentníí bbíílkoviny, lkoviny, 
chelcheláátyty lanthanidlanthanidůů
– dobře rozpustné ve vodě, snadné použití, mnoho existujících 

protokolů a aktivovaných forem
– ale široké spektrální pásy, náchylné na fotorozklad

modernmoderníí -- polovodipolovodiččovovéé kvantovkvantovéé teteččky, anorganickky, anorganickéé
nanonanoččáásticestice dopovandopovanéé lanthanidylanthanidy, , nanonanoččáásticestice latexu a latexu a 
kkřřemiemiččitanitanůů s navs naváázanými zanými fluoroforyfluorofory
– díky pokroku v oblasti materiálových věd
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FluoresceinFluorescein
nejnejččastastěěji pouji použžíívaný vaný fluoroforfluorofor
– výhody: vysoká absorbce,

velké Φ, nízká cena
– exc. lze při 488 nm Ar laserem

(kofokál. mikrosk., cytometrie)
fluoresceinfluorescein--55--isothiokyanisothiokyanáátt
– FITC, 494 / 520, s -NH2 skupinou 

dává thiomočovinové uskupení
výhodnvýhodněějjšíší je je NHSNHS--fluoresceinfluorescein
– reaguje rychleji, stabilnější produkt

na na --SH skupiny: SH skupiny: 55--jodoacetamidofluoresceinjodoacetamidofluorescein
(5(5--IAF) a IAF) a fluoresceinfluorescein--55--maleimidmaleimid
na na aldehydovaldehydovéé čči i oxoskupinyoxoskupiny::
– fluorescein-5-thiosemikarbazid, dá hydrazonovou vazbu
– použitelný např. pro značení cytosinův DNA či RNA 

po jejich aktivaci hydrogensiřičitanem
na sacharidovna sacharidovéé zbytky:zbytky:
– fluorescein-dichlorotriazin (DTAF), i na jiné biomolekul s volnými 

alifatickými hydroxyly, také na tubulin

5

FITC

NO O
OO

O

O

OOO

-

-

NHS-fluorescein

ProblProbléémy s fluoresceinemmy s fluoresceinem

nnááchylný na chylný na fotorozkladfotorozklad -- signsignáál vydrl vydržžíí pouze ppouze páár minutr minut
pHpH zzáávislost fluorescence vislost fluorescence -- výraznvýrazněě klesklesáá signsignáál pro l pro pHpH
pod 7pod 7
existence isomerexistence isomerůů -- mmůžůže komplikovat geometrii vazby k e komplikovat geometrii vazby k 
proteinproteinůům, nm, nááslednsledněě elueluččnníí ččasy v chromatografii, asy v chromatografii, 
migraci v gelechmigraci v gelech

mméénněě vhodný pro "ultracitlivvhodný pro "ultracitlivéé" aplikace" aplikace
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RhodaminyRhodaminy

strukturnstrukturněě podobnpodobnéé fluoresceinu, který doplfluoresceinu, který doplňňujujíí
– místo atomů kyslíku jsou na postranní cykly vázány dusíkové atomy
– mohou nést různé substituenty a tím je dostupná široká škála variant

emise probemise probííhháá ppřři deli delšíších vlnových dch vlnových déélklkáách ve srovnch ve srovnáánníí s s 
fluoresceinemfluoresceinem
– použitelné pro techniky s dvojím značením
– vyšší fotostabilita a dobrá excitovatelnost světlem rtuťových výbojek

5
tetramethylrhodamin (TMR) rhodamin B

sulforhodamin 101
(Texas Red)

rhodamin 6G rhodamin 110 TRITC

sulforhodaminsulforhodamin B, jinak B, jinak LissaminLissamin rhodaminrhodamin B B 
– obsahuje na dolním aromatickém jádře dvě sulfoskupiny v polohách 3 

(vpravo nahoře) a 5 (dole) (Imperial Chemical Industries)
sulforhodaminsulforhodamin 101, 101, Texas Texas RedRed ((MolecularMolecular ProbesProbes))
– emitující nad 600 nm

tetramethylrhodamintetramethylrhodamin--55--isothiokyanisothiokyanáátt ((TRITCTRITC) resp. () resp. (TMRTMR))
– od tetramethylrhodaminu, nejběžnější značkovací činidlo z této skupiny,  

(544 / 570), ε544 = 105 M cm-1

– reakce s aminoskupinou probíhá analogicky jako u FITC
– karboxytetramethylrhodamin (TAMRA) další alternativa

NHSNHS--rrhodaminhodamin (5(5--karboxymethylrhodaminkarboxymethylrhodamin sukcinimidylestersukcinimidylester) (544 / 576)) (544 / 576)
karboxykarboxy--XX--rhodaminrhodamin ((ROXROX) ) -- znaznaččeneníí oligonukleotidoligonukleotidůů, , sekvenovsekvenováánníí
LissaminLissamin RhodaminRhodamin B B sulfonylchloridsulfonylchlorid (556 / 576)(556 / 576)
– má v 5-pozici reaktivní skupinu  -SO2Cl - s -NH2 vzniká sulfonamid
– podobně existuje sulfonylchlorid i od Texas Red derivátu

na na derivatizaciderivatizaci SH: SH: tetramethylrhodamintetramethylrhodamin--55--jodacetamidjodacetamid (540 / 567)(540 / 567)
pro reakci s aldehydy pro reakci s aldehydy LissaminLissamin rhodaminrhodamin B B sulfonylhydrazinsulfonylhydrazin
– má v 5 poloze skupinu –SO2-NH-NH2) (560 / 585)
– sulfonylhydrazin Texas Red emituje při delší vlnové délce (580 / 604)
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RhodaminyRhodaminy -- zhodnocenzhodnoceníí

fluorescence v fluorescence v ččervenervenéé oblastioblasti
vyvyššíšší stabilita nestabilita nežž fluoresceinfluorescein
excitovat (pexcitovat (přři 520 i 520 nmnm) lze rtu) lze rtuťťovou výbojkouovou výbojkou

Alexa FluorAlexa Fluor
rhodaminovýrhodaminový nebo nebo 
kumarinovýkumarinový skeletskelet
doplndoplněěný o ný o sulfoskupinysulfoskupiny
vyvyššíšší rozpustnostrozpustnost
celceláá odstupodstupňňovanovanáá řřaduadu
slouslouččenin s posunujenin s posunujííccíímimi
se se excexc. a . a emisemis. maximy. maximy
napojennapojeníí na znana značčenenéé biomolekulybiomolekuly probprobííhháá v dolnv dolníí ččáásti molekuly psti molekuly přřes es 
karboxyl v poloze 5  aktivovaný napkarboxyl v poloze 5  aktivovaný napřř. NHS skupinou. NHS skupinou
– jsou přítomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6

O NH
SO3HSO3H

NH2

COOH

COOH

N
H

NO
SO3HSO3H

COOH
Alexa 488Alexa 488 Alexa 532Alexa 532



48

ZnaZnaččeneníí AlexaFluorAlexaFluor imunolokalizace ribulosabisfosfimunolokalizace ribulosabisfosfáát t 
karboxylasy v 2.0 karboxylasy v 2.0 µµm m řřezu listu ezu listu 
kukukukuřřice (C4, separovice (C4, separováány fotosynt. ny fotosynt. 
slosložžky mezi mezofil a svazky cky mezi mezofil a svazky céévnvníí) ) 
– anti rubisco Ab, Alexa Fluor 488 kozí

Ab anti králičí IgG
– autofluorescence chlorofylu 

(červeně, v mezofylových plastidech)
– lignin (matně zelený) v xylemu 

svazků
– kutin (jasně zelený) v kutikule vně

epidermis

perifernperiferníí neurosystneurosystéém embrya m embrya 
DrosophilDrosophily:y:
– mAb 22c10 anti mikrotubuly, Alexa 

Fluor 488 králičí Ab anti–myší IgG
– dělící se buňky - Ab anti histon-H3, 

Alexa Fluor 594 kozí Ab anti králičí
IgG 

– jádra DAPI (modrá fluorescence)

KumarinyKumariny

kumarinkumarin = 2H= 2H--11--benzopyranbenzopyran--22--on je pon je přříírodnrodníí lláátkatka
77--aminoamino--44--methylkumarinovmethylkumarinovéé derivderivááty, zejmty, zejmééna na 
77--aminoamino--44--methylkumarinmethylkumarin--33--octovoctováá kyselina (kyselina (AMCAAMCA) (345 / 450)) (345 / 450)
– pro -NH2 AMCA-NHS
– pro -SH AMCA-HPDP 
– pro aldehydy AMCA-hydrazid

77--diethylaminodiethylamino--33--[(4[(4’’--(jodacetyl)amino)(jodacetyl)amino)--fenyl]fenyl]--
--44--methylkumarin (DCIA)methylkumarin (DCIA)
– velmi intenzívní fluorescence (382 / 472)
– na světle nestabilní

OH

O
OONH2

CH3

N

O
OONH2

CH3

N
H

N
H

S

O
S

OON

CH3

N
H

I
O

AMCAAMCA--HPDPHPDP

AMCAAMCA
DCIADCIA

λλ

44--methylmethyl--77--hydroxyhydroxykkumarinumarin
excitaceexcitace emiseemise
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BODIPYBODIPY

4,44,4--difluorodifluoro--44--borbor--3a,4a3a,4a--diazadiaza--ss--indacenindacen
– nemá ionizovatelné skupiny - málo ovlivněn pH
– vysoké absorbance a vysoké kvantové výtěžky fluorescence
– menší komplikací jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm

modifikace v krajnmodifikace v krajníích polohch poloháách postrannch postranníích ch cyklopentadiencyklopentadienůů
– deriváty s posunutými spektrálními charakteristikami
– pro -NH2 existuje BODIPY FL C3 SE s postranní NHS skupinou (502 / 510)
– komplikací je vzájemné zhášení, pokud je stupeň substituce vyšší
– dostupné deriváty s jodacetamidovou a hydrazidovou skupinou 

derivderivááty BODIPY 530/550 C3ty BODIPY 530/550 C3--X X -- maxima k vymaxima k vyššíšším vlnovým dm vlnovým déélklkáámm
– přítomnosti objemných aromatických postranních substituentů
– reaktivní skupinou X může být NHS nebo hydrazid

bromderivbromderiváátt BrBr BODIPYproBODIPYpro substituce substituce sulfhydrylovýchsulfhydrylových skupinskupin

O

O
N

OO

NN

CH3

CH3 FF

O
O

NN

FF
FF

NN

CH3

CH3

CH3

CH3

Br

B

B

-

B

BODIPY FL CBODIPY FL C33 SESE
BODIPY 530/550 C3BODIPY 530/550 C3

BrBr--BODIPYBODIPY

SO3H

N

O
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N
N
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CascadeCascade blueblue

od sulfonovanod sulfonovanéého ho pyranupyranu
– vlastnostmi vhodně doplňuje 

fluorescein při multiznačení
– výborná rozpustnost ve vodě
– dobré kvantové výtěžky (kolem 50%) 
– malá úroveň vzájemného zhášení při vyšších substitučních poměrech
– mateřská sloučenina má na horním jádře vpravo pouze methoxyskupinu.

pro znapro značčeneníí aminoskupinaminoskupin -- acetylazidovýacetylazidový derivderiváát (375+400 / 410)t (375+400 / 410)
– při vyšších teplotách – kolem 80 °C v DMF probíhá přesmyk azidového

uskupení na isokyanátovou formu a odštěpí se molekula dusíku
– isokyanát reaguje s volnými hydroxyly, vzniká urethanové uskupení
– další formy mají v postranní části hydrazinový, ethylendiaminový nebo 

kadaverinový (pentamethylendiaminový) zbytek 

--NN2
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Lucifer Lucifer yellowyellow
zzáákladnkladníí slouslouččeninu z = Heninu z = H
derivderivááty 4ty 4--aminonaftalimidaminonaftalimid--
--3,6 3,6 disulfondisulfonáátutu
napojennapojeníí se realizuje pse realizuje přřes es 
hornhorníí imidovýimidový atom dusatom dusííkuku
– jodacetamidový derivát (na –SH) 
– hydrazidová skupina (Lucifer Yellow CH, na aldehydy)
– optické parametry (427 / 530)

ppřředevedevšíším v m v cytochemiicytochemii

SO3H

OO N

NH2

SO3H

z

z =

NH O

I

NH O

NH
NH2

CyaninovCyaninovéé fluoroforyfluorofory
velmi populvelmi populáárnrníí zejmzejmééna vna v oblasti DNA oblasti DNA 
biobioččipipůů vyuvyužžíívajvajííccíích ch cDNAcDNA fragmentyfragmenty
jako imobilizovanjako imobilizovanéé prpróóbyby
zzáákladem je kladem je indokarbocyaninovýindokarbocyaninový skeletskelet
– je sulfonován, obě aromatické části jsou spojeny uhlíkatým můstkem 

s konjugovaným systémem dvojných vazeb (methin)
je kje k dispozici odstupdispozici odstupňňovanovanáá řřada ada fluoroforfluoroforůů ((AmershamAmersham BiosciBiosci.).)

Cy3Cy3 Cy5Cy5

vzorek vzorek -- Cy5Cy5

kontrola Cy3kontrola Cy3 ppřřekryvový signekryvový signáál (oba kanl (oba kanáály)ly)

NN

SO3HHSO3

z

N

SO3H

z

N

HSO3

+ +
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CyaninyCyaniny -- zhodnocenzhodnoceníí

ddéélka lka polyenovpolyenovééhoho spojovacspojovacíího ho řřetetěězcezce
– monomethinové sloučeniny - thiazol orange (TO), oxazolle yellow

(YO) nebo jejich dimery (TOTO, YOYO) - fluoreskují po vazbě na 
nukleové kyseliny (fluorescenční sondy)

– polymethinové sloučeniny - Cy3, Cy5, …
– délka spoj. řetězce, resp. počet vinylenových -CH=CH- skupin 

působí bathochromní posun o cca 100 nm - fluorofory emitující až
v NIR oblasti

výhody výhody NIR fluorescenceNIR fluorescence
– není zde už autofluorescence biologických složek - vyšší citlivosti
– méně nákladná instrumentace, excitace při delších vlnových 

délkách
problprobléémymy
– úzké excitační pásy, fotorozklad, menší intenzita v NIR

AttoAtto
vysokvysokáá absorbceabsorbce a výta výtěžěžek, ek, fotostabilitafotostabilita
modifikace modifikace oligonukleotidoligonukleotidůů
nněěkolikkolik typtypůů struktur nastruktur na bbáázi zi kumarinu,kumarinu,
rhodaminurhodaminu, , …… ((AttoAtto--Tec)Tec)

exc.exc. em.em.

Trojnásobné značení endotheliálních buněk (HUVAC): von 
Willebrand faktor - Atto 550 znač. Ab (zelené), kadherin - Atto 
655 zanč. Ab (červeně) a jádra DAPI (modře) 
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FluorogennFluorogenníí substrsubstrááty ty hydrolashydrolas

O N
H

N
H

R-ZZ-R

O

O

rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520) cca 100x citlivější než sloučeniny 
založené na AMC

jiný příklad - rhodamin 110, bis-(N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) (Z-FR-R110)
pro cysteinové proteinasy katepsin B a LBZAR

O

O

O

OO PP OO

OH

OH

OH

OH

FDPFDP

deriváty fluoresceinu, např. 
fluoresceindifosfát pro ALP

N

O OOR

deriváty resorufinu

FluorogennFluorogenníí enzymovenzymovéé substrsubstráátyty

O O

CH3

OPOH

O

OH
O O

CH3

OHH2O

- H3PO4

44--methylumbelliferylmethylumbelliferylfosffosfáát (t (MUPMUP), po hydrolyse fosfatasou vznik), po hydrolyse fosfatasou vznikáá
44--methylmethyl--77--hydroxyhydroxykkumarin umarin ((methylumbelliferolmethylumbelliferol), modr), modráá fluorescence, fluorescence, 
((360360 / / 450450))

MUPMUP

O O

CH3

Z-X-NH derivderivááty 7ty 7--aminoamino--44--methylumbellifermethylumbelliferolu (olu (ZZ--XX--AMCAMC
nebo Znebo Z--XX--MCA), AMC produkt (MCA), AMC produkt (342342 // 441441), nap), napřř. . 
77--aaminomino--44--methylmethylkkumarinumarin NN--CBZCBZ--LL--ffenylalanylenylalanyl--LL--
argininamid (argininamid (ZZ--FRFR--AMCAMC) pro stanoven) pro stanoveníí serinových serinových 
proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo 77--
aaminomino--44--methylmethylkkumarin, umarin, NN--CBZCBZ--LL--aspartylaspartyl--LL--
glutamylglutamyl--LL--valylvalyl--LL--asparasparagylagylamidamid
((ZZ--DEVDDEVD--AMCAMC) pro kaspasu 3) pro kaspasu 3

alternativnalternativněě derivderivááty ty 77--aaminomino--44--trifluoromethyltrifluoromethylkkumarinumarinu, napu, napřř. . ZZ--DEVDDEVD--AAFFCC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-
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LanthanidovLanthanidovéé
komplexykomplexy

EuEu3+3+ a a SmSm3+3+ ve formve forměě chelchelááttovýchových komplexkomplexůů
– atraktivní fluorescenční značky vhodné pro časově rozlišenou 

fluorescenci („time-resolved fluorescence“, TRF)
pro "ppro "přřichycenichyceníí"k"k biomolekulbiomolekuláámm slousloužžíí NN11--((pp--isothiokyanatobenzylisothiokyanatobenzyl))--
diethylendiethylen--triamintriamin--NN11,N,N22,N,N33,N,N33--tetraoctovtetraoctováá kyselina (kyselina (DTTADTTA))
kterkteráá se mse můžůže ve váázat na zat na aminoskupinyaminoskupiny za vzniku za vzniku thiomothiomoččovinovovinovééhoho
uskupenuskupeníí. . 
takto ptakto přřipravenipravenéé komplexotvornkomplexotvornéé mmíísto pak vsto pak váážže iont e iont lanthanidulanthanidu a a 
zzíískskáá se intenzivnse intenzivněě fluoreskujfluoreskujííccíí znaznaččka ska s relativnrelativněě dlouhou dobou dlouhou dobou 
zzáářřeneníí po excitacipo excitaci
– při pulzní excitaci se vyčká, až vymizí či vyhasne nespecifická

fluorescence pozadí, případně rozptýlené záření, a až pak se po krátké
prodlevě změří fluorescence značky

– lze použít i další lanthanidy, např. terbium a dysprosium
– proces pod názvem DELFIA zavedla finská firma Wallac Oy

N

S
N

O

OH

N

O

OH

N
O

OH

O

OH

C

DTTADTTA

DalDalšíší chelcheláátovtovéé strukturystruktury

kryptkryptáátt terpyridinterpyridin chelcheláátt s ants antéénounou
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TRF mTRF měřěřeneníí
chelcheláátyty lanthanidlanthanidůů
((EuEu, , SmSm, , DyDy))
– dlouhá životnost

excitovaného stavu
– velké Stokesovy posuny

KvantovKvantovéé teteččkyky
modernmoderníí fluoreskujfluoreskujííccíí polovodipolovodiččovovéé nanokrystalynanokrystaly
QD, "QD, "quantumquantum dotsdots" jsou men" jsou menšíší nenežž 10 10 nmnm a svým kvantovým a svým kvantovým 
chovchováánníím se nachm se nacháázzíí mezi polovodimezi polovodičči a izolovanými atomyi a izolovanými atomy
polovodipolovodičče e -- valenvalenččnníí a a vodivostnvodivostníí energenerg. hladiny . hladiny oddodděěllěěnyny o o EEgg
– excitace - elektron přejde do vodivostní hladiny a zanechá za sebou 

kladně nabitou díru ve valenční hladině
– prostorová separace tohoto páru ("exciton") odpovídá Bohrovu průměru 

a je typicky 1 až 10 nm
QD majQD majíí obdobnou velikostobdobnou velikost
– excitony jsou v nich ohraničeny

podobně jako chování částice 
v uzavřeném prostoru

– energetické hladiny připomínají
atomy či molekuly 

– optické vlastnosti závisí na velikosti
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Fotoluminiscence u QDFotoluminiscence u QD
vznikvznikáá radiaradiaččnníí rekombinacrekombinacíí excitonexcitonůů, spektr, spektráálnlníí vlastnosti jsou vlastnosti jsou 
„„laditelnladitelné“é“ zmzměěnou velikosti nou velikosti ččáásticstic
– např. u CdSe nanokrystalů lze emisi nastavit od 450 do 650 nm
– menší QD jsou „modřejší“ (hypsochromní efekt)

výhody výhody nanotenanoteččekek oproti klasickým oproti klasickým fluoroforfluoroforůůmm zahrnujzahrnujíí
– vysoký jas (20x vyšší proti jiným typům, daný velkým kvantovým 

výtěžkem a vysokým extinkčním koeficientem)
– úzké emisní pásy pod 30 nm, velké Stokesovy posuny - částice 

obsahujících různě barevné QD v různých poměrech, čímž vzniká
chemický „čárový kód“ umožňující identifikaci v komplexních směsích

– velmi stabilní a nepodléhají fotodegradaci (často se chrání proti 
fotooxidaci pláštěm z polymerů nebo jiných polovodičů (např. CdSe
povlečený ZnS nebo silikátem)

– široké absorbční pásy - různě barevné QD lze excitovat stejným zdrojem 
světla a jednoduše tak vyhodnocovat současně různé značení odlišnými 
barvami při multiplexních stanoveních

pro konjugaci spro konjugaci s biomolekulamibiomolekulami se nanse nanášíáší reaktivnreaktivníí vrstvy jako vrstvy jako 
tritri--nn--oktylfosfinoxidoktylfosfinoxid (TOPO) nebo (TOPO) nebo hexadecylaminhexadecylamin

KvantovKvantovéé teteččky (QD)ky (QD)

unikunikáátntníí fluorescenfluorescenččnníí
vlastnosti vlastnosti -- stabilita vstabilita vůčůči i 
fotorozkladufotorozkladu, velk, velkéé
StokesovyStokesovy posunyposuny
CdTeCdTe jjáádro obalendro obalenéé CdSCdS,,
rozpustnost drozpustnost dííky vazbky vazběě thioglykolovthioglykolovéé kyskys. (TGA). (TGA)
prekurzoryprekurzory -- Te, CdClTe, CdCl22, TGA a NaBH, TGA a NaBH44
– NaHTe připraven redukcí Te pomocí NaHB4

– nástřik roztoku NaHTe do směsi CdCl2 a TGA v inertní
atmosféře

– refluxace na vzduchu (minuty až hodiny)
ppřři zahi zahřříívváánníí roste prroste průůmměěr QD, emisnr QD, emisníí maximum se maximum se 
posouvposouváá k delk delšíším vln. dm vln. déélklkáámm
vvěěttšíší QD majQD majíí leplepšíší stabilitustabilitu
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VlastnostiVlastnosti QDQD

NanoNanoččáásticestice
s s fluoroforyfluorofory

optickoptickéé kkóódovdováánníí na zna záákladkladěě
multiplexovmultiplexováánníí vln. dvln. dééleklek
polymer, uvnitpolymer, uvnitřř smsměěsi rsi růůznzněě
fluoreskujfluoreskujííccíích QD ch QD -- charaktcharakt..
spektrumspektrum
momožžnost identifikace cnost identifikace cíílovýchlových
biomolekulbiomolekul ve smve směěssíích pch přři ui užžititíí
kombinatorických postupkombinatorických postupůů
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FykobiliproteinyFykobiliproteiny
intenzivnintenzivněě fluoreskujfluoreskujííccíí proteiny zproteiny z fotosyntetickfotosyntetickéého aparho aparáátu tu eukaryoteukaryot, , 
modrozelených a modrozelených a ččervených sinic, ervených sinic, řřas a as a cyanobaktericyanobakteriíí
nativnnativníí nefluoreskujnefluoreskujíí, ale excita, ale excitaččnníí energii penergii přřededáávajvajíí na chlorofylyna chlorofyly
purifikovanpurifikovanéé fluoreskujfluoreskujíí ss výtvýtěžěžky kolem 100%ky kolem 100%
– obsahují několik bilinových chromoforů (např. B-fykoerithrin 34)
– to v souhrnu poskytuje vysoké extinkční koeficienty pro celou molekulu
– fluorescenční výtěžky se blíží 30 fluoresceinům nebo 100 rhodaminům
– fluorescence není externě zhášená
– dostupnost mnoha konjugačních míst
– v prodeji jako konjugáty se streptavidinem nebo biotinem

Název Zdroj Složení Mr 
(kDa) 

Počet 
bilinů 

λex / λem 
(nm) 

ε (106 M-1 
cm-1) 

B-fykoerythrin Porphyridium cruentum (αβ)6γ 240 34 546 / 575 2,4 
R-fykoerythrin Gastroclonium coulteri (αβ)6γ 240 34 566 / 574 2,0 
C-fykocyanin Anabaeba variabilis (αβ)2 72 4 614 / 643 0,58 
allofykocyanin Anabaeba variabilis (αβ)3 110 6 650 / 660 0,70 
CryptoFluor Crimson cryptomonad algae  40,2  585 / 658  
CryptoFluor Gold cryptomonad algae  30,8  566 / 600  
 

Zelený Zelený fluorescefluoresceččnníí protein protein 
""greengreen fluorescentfluorescent proteinprotein", ", GFPGFP -- z z bioluminiscentnbioluminiscentníí medmedúúzkyzky
((AequreaAequrea victoriavictoria, , jellyfishjellyfish), 26 ), 26 kDakDa
chromofor chromofor -- pp--hydroxybenzylidenhydroxybenzyliden--imidazolidinonimidazolidinon, vnik, vnikáá cyklizaccyklizacíí a a 
oxidacoxidacíí aaaa zbytkzbytkůů SerSer--TyrTyr--GlyGly::

mutagenezmutagenezíí zzíískskáány vylepny vylepššenenéé varianty varianty -- šširokirokéé poupoužžititíí pro znapro značčeneníí
– divoký typ, směs fenolu a fenolátu
– fenolátový anion
– fenol
– fenolátový anion s přidruženým pí-elektronovým systémem
– indol (Trp místo Tyr)
– imidazol (His místo Tyr)
– fenyl (Phe místo Tyr)
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PouPoužžititíí GFPGFP
biologickbiologickáá znaznaččka pro sledovka pro sledováánníí a kvantifikaci a kvantifikaci 
exprimovanýchexprimovaných bbíílkovinlkovin
studium proteinstudium protein--protein interakcprotein interakcíí
interninterníí bunbuněčěčný "ný "biosensorbiosensor" pro sledov" pro sledováánníí signsignáállůů
rekombinantnrekombinantníí techniky techniky -- spojenspojeníí GFP se sekvencGFP se sekvencíí jinjinéé
bbíílkoviny lkoviny -- chimchimééry ry -- sledovsledováánníí lokalizace a pohybu lokalizace a pohybu 
bbíílkovin v bulkovin v buňňkkááchch

zelenzelenéé mymyšši a podobni a podobnéé ……

FluorescenFluorescenččnníí polarizace (FP)polarizace (FP)
zalozaložžena na velikosti rotaena na velikosti rotaččnníího pohybu molekulho pohybu molekul
v protikladu jsou doba v protikladu jsou doba žživota ivota ττflfl a rychlost pohybu a rychlost pohybu θθrotrot fluoroforufluoroforu
excitace se provexcitace se provááddíí polarizovanýmpolarizovaným
svsvěětlem, tj. excitujtlem, tj. excitujíí se pouzese pouze
fluoroforyfluorofory vhodnvhodněě orientovanorientovanéé
vvůčůči rovini roviněě svsvěětlatla
pokud bude pokud bude žživotnostivotnost
excexc. stavu mnohem. stavu mnohem
kratkratšíší, ne, nežž rotace,rotace,
tak si excitovantak si excitovanéé molemole--
kuly zachovajkuly zachovajíí orientaciorientaci
a bude emitova bude emitováánono
polarizovanpolarizovanéé zzáářřeneníí
pokud bude pokud bude žživotnostivotnost
excexc. stavu dlouh. stavu dlouháá, poru, porušíší
se orientace molekul ase orientace molekul a
nastane depolarizacenastane depolarizace polarizované depolarizované

emitované záření
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FP a mobilita molekulFP a mobilita molekul

PP00 …… FP v nepFP v nepřříítomnosti rotatomnosti rotaččnníí difusedifuse
alternativnalternativníí vyjvyjááddřřeneníí rotace pomocrotace pomocíí
viskosity a molekulviskosity a molekuláárnrníího objemu ho objemu VV,,
lze dlze dáále zavle zavéést molekulovou hmotnostst molekulovou hmotnost
spec. objem bspec. objem bíílkoviny v a hydrataci hlkoviny v a hydrataci h
(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)
v praxi jsou dv praxi jsou dííky hydrataci a nesfky hydrataci a nesféérickrickéému tvaru korelamu tvaru korelaččnníí ččasy asy θθ asi asi 
2x v2x věěttšíší nenežž odvozenodvozenéé pro kouli v suchpro kouli v suchéém stavu (napm stavu (napřř. HSA, . HSA, MM= 65 = 65 
kDakDa, , hh=1,9 vych=1,9 vycháázzíí θθ kolem 50 kolem 50 nsns))
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PolarizPolarizáátortor

svsvěětlo po prtlo po průůchodu polarizchodu polarizáátorem osciluje pouze v jedntorem osciluje pouze v jednéé
rovinroviněě
dichroickdichroickéé systsystéémy my -- adsorbujadsorbujíí jednu z obou rovin jednu z obou rovin 
polarizace (film z orientovanpolarizace (film z orientovanéého PVA dopovanho PVA dopovanáá jjóódem), dem), 
mmáálo efektivnlo efektivníí v UV oblastiv UV oblasti
krystaly kalcitu vykazujkrystaly kalcitu vykazujííccíí dvojitou refrakci dvojitou refrakci -- rozptylujrozptylujíí
rrůůznzněě oboběě roviny polarizace (roviny polarizace (NicolNicol a a GlanGlan polarizpolarizáátorytory, , 
WollastonWollastonůůvv hranol)hranol)
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MMěřěřeneníí FPFP

zmzměřěříí se horizontse horizontáálnlníí aa
vertikvertikáálnlníí slosložžky emitovanky emitovanééhoho
zzáářřeneníí
polarizace sepolarizace se
vypovypoččte podle vztahu:te podle vztahu:
bývbýváá od od --0.25 po 0.50.25 po 0.5
alternativnalternativněě se pouse použžíívváá
anisotropieanisotropie rr::

oboběě veliveliččiny jsou zaminy jsou zaměěnitelnnitelnéé (vnit(vnitřřnněě souvissouvisíí):):

jako jako tracertracer fungujfungujíí konjugkonjugáátyty malých molekul (peptidy, lmalých molekul (peptidy, lééččiva, iva, 
pesticidy, pesticidy, ……), kter), kteréé jsou pomocjsou pomocíí vhodnvhodnéého mho můůstku (stku (linkerlinker) spojeny) spojeny
s s fluoroforemfluoroforem (fluorescein, (fluorescein, rhodaminrhodamin))

polarizpolarizáátorytory
vzorekvzorek

zdrojzdroj
svsvěětlatla

detektordetektor

excitaceexcitace

emiseemise
hv

hv

II
IIP

+
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hv

hv
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FRETFRET FFöörsterrster energyenergy resonance transferresonance transfer
ppřřenos energie zenos energie záářřivými nebo nezivými nebo nezáářřivými mechanismyivými mechanismy mezimezi dvdvěěmama
chromoforychromofory
– zářivý (triviální) přenos - excitovaná molekula donoru emituje záření, které

je absorbováno molekulou akceptoru
– nezářivý přenos energie (FRET) - ve směsi molekul dochází k absorpci

pouze molekulami donoru, avšak konečným výsledkem je excitovaná
molekula akceptoru (chromofor, budící záření sám neabsorbuje)

– nedochází k emisi světla donorem

SS11

SS11

absorbceabsorbce
donorudonoru

rezonanrezonanččnníí
ppřřenosenos

donor                  donor                  akceptorakceptor

emiseemise
akceptoruakceptoru

neradianeradiaččnníí
ppřřechodyechody

SS00 SS00
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EfektivitaEfektivita FRETFRET
ddáánana pompoměěremrem vzdvzdáálenostilenosti rr mezi mezi DD a Aa A
a a ForsterovaForsterova polompoloměěruru rr00, , nebonebo alternativnalternativněě pompoměěryry dobydoby ττ nebonebo
intenzityintenzity FF fluorescence fluorescence donorudonoru bezbez ((ττ, , FF) a v ) a v ppřříítomnostitomnosti ((ττ’’ ,,FF’’) ) 
akceptoruakceptoru, , zzáávisvisíí ddáále le nana::
– vzdálenosti mezi donorem a akceptorem
– speltrální překryv emisního pásu donoru a absobčního pásu akceptoru
– vzájemné relativní orientaci dipólů donoru a akceptoru

pravdpravděěpodobnostpodobnost rrezonanezonanččnnííhoho ppřřenosenosuu energieenergie ururččuje uje kkDADA,,
– určující složkou je dipól-dipólový přenos energie
– Försterův vzorec (v případě slabé vazby, 

kdy vzájemné interakce donoru a akceptoru
neovlivní optická spektra)

– τD – doba dohasínání fluorescence donoru, r0 – vzdálenost, ve které je
pravděpodobnost přenosu energie rovna pravděpodobnosti vnitřní
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly, rDA – vzdálenost mezi donorem
a akceptorem
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donor - fluorescenční skupina (fluorofor)

akceptor - zhášející skupina (quencher)

FRETFRET uspouspořřááddáánníí

excitace 

nezářivý přenos energie
na blízkou skupinu akceptoru

ŽÁDNÁ FLUORESCENCE

hydrolysa vhodné skupiny
ve spojovacím můstku oddálení - není

přenos energie 

NÁSTUP
FLUORESCENCE 

komplementární DNA
(target)

“molecular
beacon”

+
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FRET FRET -- vhodnvhodnéé skupinyskupiny

NO2

NO2

O

R O

O

O

N(CH3)2(CH3)2N

O R

(CH3)2N N
N S

O

O
O R

O

O

O

OHOH

O R

N
CH3 CH3

S OO
R

FAMFAM
dansyldansyl

DNPDNP TMRTMR
DABSYLDABSYL

fluorofory (donory, R znafluorofory (donory, R značčíí napojennapojeníí
na dalna dalšíší ččáást molekuly)st molekuly)

zhzhášášeečče (akceptory)e (akceptory)

VVíícencenáásobnsobnéé znaznaččeneníí -- detekce mutacdetekce mutacíí
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FISH fluorescence in situ hybridizationFISH fluorescence in situ hybridization

dual molecular beacon dual molecular beacon -- vyvyššíšší specifita specifita -- oboběě proby musproby musíí hybridizovat hybridizovat 
s cs cíílovými mlovými míísty, technika "adjacent probes"sty, technika "adjacent probes"

Real time PCRReal time PCR

zviditelnzviditelněěnníí prprůůbběěhu hu 
pomocpomocíí MBMB
– 95 oC denaturace 
– 65 oC annealing, 

přisednutí primerů a 
MB = fluorescence

– 72 oC prodloužení
vláken
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FRET: in vivo FRET: in vivo interakceinterakce biomolekulbiomolekul

BFP                                        GFPBFP                                        GFP

BFPBFP
excitaceexcitace
ppřřii 380 nm380 nm

BFPBFP
excitaceexcitace
ppřřii 380 nm380 nm

GFPGFP
bezbez emiseemise
ppřřii 510 nm510 nm

GFPGFP
nnáástupstup emiseemise
ppřřii 510 nm510 nm

separovanseparovanéé biomolekulybiomolekuly

asociaceasociace

++

FRET: in vivo FRET: in vivo interakceinterakce biomolekulbiomolekul

konformakonformaččnníí zmzměěnyny hydrolytickhydrolytickéé ššttěěpenpeníí

donor      donor      akceptorakceptor

interakceinterakce ligandligand a receptora receptor ffúúzeze liposomliposomůů
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FRET imaging v FRET imaging v mikroskopiimikroskopii

lokalizacelokalizace a a vzdvzdáálenostilenosti
biomolekulbiomolekul v v bubuňňcece

GeneGene--PINPIN

oligonukleotidoligonukleotid -- "inteligentn"inteligentníí" DNA " DNA probaproba obsahujobsahujííccíí sekvenci sekvenci 
komplementkomplementáárnrníí k ck cíílovlovéé sekvenci v analyzovansekvenci v analyzovanéém vzorkum vzorku
na jednom konci mna jednom konci máá řřadu G, na druhadu G, na druhéém konci m konci řřadu C a navadu C a navííc skupinu c skupinu 
fluoroforufluoroforu
v roztoku tedy vytvov roztoku tedy vytvořříí vlvláásenkovousenkovou strukturu, v nstrukturu, v níížž se se fluoroforfluorofor
ppřřibliblíížžíí ke ke guaninovýmguaninovým zbytkzbytkůům, kterm, kteréé fungujfungujíí jako jako zhzhášášeečč
v pv přříítomnosti ctomnosti cíílovlovéé sekvence se vlsekvence se vláásenka otevsenka otevřře a objeve a objevíí se se 
fluorescencefluorescence
výhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10výhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10--77 aažž 1010--1212 M)M)
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Elektrochemiluminescence (ECL)Elektrochemiluminescence (ECL)
chemiluminescence jako vchemiluminescence jako výsledek elektrochemickýsledek elektrochemickéé reakce, reakce, ze ze 
stabilnstabilníího prekurzoru na povrchu elektrody vytvoho prekurzoru na povrchu elektrody vytvořřen vysoce en vysoce 
reaktivnreaktivníí prvekprvek, který , který reagujreagujee za tvorby svza tvorby svěětelntelnéého zho záábleskublesku
cchemiluminiscentnhemiluminiscentníí reakce, kterreakce, kteráá vede k emisi fotonu z rutheniovvede k emisi fotonu z rutheniovéého ho 
komplexu, je iniciovkomplexu, je iniciováána elektricky, spna elektricky, spíšíše nee nežž chemickychemicky
realizace ECL na povrchu elektrody umorealizace ECL na povrchu elektrody umožňžňuje puje přřesnou prostorovou esnou prostorovou 
kontrolu procesu, vkontrolu procesu, vččetnetněě zapnutzapnutíí a vypnuta vypnutíí (ON / OFF), PMT detektor (ON / OFF), PMT detektor 
je prostorovje prostorověě velmi blvelmi blíízkozko
hlavnhlavníí výsledek je intenzita svvýsledek je intenzita svěětelntelnéého toku, podruho toku, podružžnou informacnou informacíí je je 
zzáávislost proudovvislost proudovéé odezvy elektrodyodezvy elektrody
vhodnvhodnéé i pro velmi nestabilni pro velmi nestabilníí lláátky (generovtky (generováánníí in situ)in situ)
momožžnost recyklovnost recyklováánníí -- zesilovaczesilovacíí úúččinekinek
ECL lze provECL lze provéést i s luminolemst i s luminolem
komplexy ruthenia s bipyridinem, komplexy ruthenia s bipyridinem, [[Ru(bpy)Ru(bpy)33]]2+2+

technologie se vyutechnologie se využžíívváá v imunoanalyzv imunoanalyzáátorech firmy Rochetorech firmy Roche

SystSystéém Bioverism Bioveris

Luminiscence
emise světla

Chemi-
předání chem.
energie

Elektro-
elektrochemická
iniciace

ruthenium a TPA jsou oxidovruthenium a TPA jsou oxidováány po aplikaci napny po aplikaci napěěttíí na elektroduna elektrodu
radikradikáál TPAl TPA.+.+ ztrztrááccíí proton, redukuje Ruproton, redukuje Ru3+3+ na Runa Ru2+2+, kter, kteréé z z 
excitovanexcitovanéého stavu pho stavu přřechecháázzíí do zdo záákladnkladníího za vyzho za vyzáářřeneníí fotonufotonu
Ru se nespotRu se nespotřřebovebováávváá –– recykluje se recykluje se –– zesilovaczesilovacíí mechanismusmechanismus
–– zvýzvýššeneníí citlivosti stanovencitlivosti stanoveníí

620 nm620 nm
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BioVeris tagBioVeris tag

stabilnstabilníí neizotopickneizotopickáá znaznaččkaka
rrůůznznéé formy pro biomolekuly:formy pro biomolekuly:

–– BVBV--TagTag--NHSNHS--esterester aminy (baminy (bíílkoviny)lkoviny)
–– BVBV--TagTag--fosforamidfosforamid fosfoskupiny (nukleovfosfoskupiny (nukleovéé kyseliny)kyseliny)
–– BVBV--TagTag--maleimidmaleimid thiolythioly
–– BVBV--TagTag--hydrazidhydrazid sacharidysacharidy
–– BVBV--TagTag--aminamin karboxylykarboxyly

podobný je systpodobný je systéém ELECSYSm ELECSYS
obvykle kombinovobvykle kombinovááno se zno se zááchytem pomocchytem pomocíí magnetickmagnetickéého nosiho nosiččee

N

Ru
2+

N

N

N

N

N

N

O

O
O

O

BVBV--TagTag--NHSNHS

Biotin a (strept)avidinBiotin a (strept)avidin
šširoce pouiroce použžíívvááno pro pno pro přříípravu konjugpravu konjugááttůů, zna, značčeneníí a imobilizacea imobilizace
– 1927 - objeveno, že krysy krmené bílkem dostanou dermatitidu
– 1940 tu odstraní vitamin H
– 1941 efekt přiřazen avidinu a objevena vysoká afinita avidinu k biotinu
– 1976 praktické využití interakce pro značení - Wilchek
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NHNH

S

O

O

OH

Biotin / Biotin / aavidinvidin
velmi pevnvelmi pevnáá interakce, interakce, KKD D = 1.3 x 10= 1.3 x 10--1515 MM
odolnost komplexu odolnost komplexu -- stabilnstabilníí v 8 M  guanidinuv 8 M  guanidinu
ppřři pH 5, disociuje ai pH 5, disociuje ažž ppřři pH sni pH sníížženenéém na 1.5m na 1.5

biotinbiotin, vitamin B, vitamin B77, vitamin H , vitamin H 

avidinavidin
– tetramer (4 x 16.4 = 58 kDa)
– každá podjednotka má vazebné místo pro biotin
– glykoprotein, pI 9.5, izoluje se z vaječného bílku

streptavidinstreptavidin
– obdobný (tetramer 4 x 15 kDa), ale strukturně i co do aa složení odlišný 

od avidinu
– pI 5-6 - menší celkový náboj - méně nespecifických interakcí
– ze Streptomyces avidinii
– výhodou mnohem menší nespecifické interakce

neutravidinneutravidin
– deglykosylovaná forma avidinu (nevadí lektiny), pI 6.3

DD--biotinbiotin

avidinavidin streptavidinstreptavidin
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Detaily vazebnDetaily vazebnéého mho míístasta
avidinavidin streptavidinstreptavidin

Reverzibilita komplexuReverzibilita komplexu

interakce mezi biotinem a interakce mezi biotinem a 
avidinem za normavidinem za normáálnlníích ch 
podmpodmíínek nelze pnek nelze přřerueruššitit
imobilizace rimobilizace růůzných zných 
biotinylovaných biomolekulbiotinylovaných biomolekul
na avidinovaný povrchna avidinovaný povrch

nitroavidinnitroavidin –– ppřřipravipravíí se se 
nitracnitracíí tyrosinových zbytktyrosinových zbytkůů
v avidinu (volný nebo v avidinu (volný nebo 
imobilizovaný) pomocimobilizovaný) pomocíí
tetranitromethanutetranitromethanu
interakci mezi biotinem a interakci mezi biotinem a 
nitroavidinem lze narunitroavidinem lze naruššit it 
nadbytkem biotinu nebo pnadbytkem biotinu nebo přři i 
pH 10pH 10

BB

BB
NONO22

lze plze přřerueruššitit

nelzenelze

lze plze přřerueruššitit
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N
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O

NHNH

S

O

N
H

O

O

N

NHNH

S

O

O

O

O

SO3H

O

BiotinBiotinylaceylace -- lysin, ev. jinlysin, ev. jinéé --NHNH22

alternativnalternativněě lléépe rozpustnýpe rozpustný nebo s delnebo s delšíším spacerem:m spacerem:

SulfoSulfo--NHSNHS--biotin:biotin: NHSNHS--LCLC--biotin:biotin:
(i sulfo varianta)(i sulfo varianta)

N

NHNH

S

O

O

O

O

O R NH2

NHNH

S

O

N
H

R

O

N
OH

O

ONHSNHS--biotinbiotin
NHSNHS

1.35 nm1.35 nm xx 2.24 nm2.24 nm

Biotinylace Biotinylace ––SHSH

N

NHNH

S

O

N
H

N
H

COOH OO
O

O

maleimidomaleimido--propionylbiocytinpropionylbiocytin

R SH

N

O

O

SR

......

N

NHNH

S

O

N
H

O

N
H

O

S
S

R SH

N

S

R S S ......

NN--[6[6--(biotinamido)hexyl](biotinamido)hexyl]--33’’--(2(2’’--pyridyldithio)propionamidpyridyldithio)propionamid

biotinbiotin--HPDPHPDP
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NHNH

S

O

N
H

NH2

O
O NH-NH2

Biotinylace Biotinylace sacharidsacharidůů

biocytinbiocytin--hydrazidhydrazid po oxidaci jodistanem po oxidaci jodistanem 
na aldehydna aldehyd

s CDI s CDI úúččinkuje i na inkuje i na 
Asp a GluAsp a Glu

NHNH

S

O

N
H

O

N
H

COOHO

N
+N

Biotinylace Biotinylace Tyr, HisTyr, His

diazobenzoyldiazobenzoyl--biocytinbiocytin
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R NH2

NHNH
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O

O

N
H

N
CH3

N
H
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OO

N
N

+

N

N
OO

N  

N

NO
O

N

NO
O

NH
R

UV light

fotoaktivace,
expanze kruhu

FotobiotinFotobiotin

NN--(4(4--azidoazido--22--nitrofenyl)nitrofenyl)--aminopropylaminopropyl--
--NN’’--(N(N--DD--biotinylbiotinyl--33--aminopropyl)aminopropyl)--NN’’--
--methylmethyl--1,31,3--propandiaminpropandiamin

ModifikaceModifikace

genetickgenetickéé manipulacemanipulace
– mutace Y33H - pH-nastavitelná vazba biotinu
– monovalentní protein (N23A, S27D, S45A) - odstranění crosslink-

interakcí
ccíílenlenáá kovalentnkovalentníí vazba polymervazba polymerůů reagujreagujííccíích na stimulych na stimuly
– "molecular switches" - reakce na podněty - teplota, pH, světlo, …

změnou konformace
– "smart polymers"

ffúúznzníí chimerickchimerickéé proteinyproteiny
– dvojí afinita
– "single-chain"
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ExistujExistujííccíí aa budoucbudoucíí momožžnostinosti

RadioaktivnRadioaktivníí znaznaččeneníí
sledování radioaktivně označené bílkoviny, nukleové kyseliny, 
substrátu nebo produktu enzymové reakce
používané sloučeniny:
– jednoduché - 14CO2, 3H2O, 35SO4

2-

– uniformě značené - [14C] alanin, [14C] ethanol
– specificky značené L-[methyl-14C] methionin, [methyl-3H] thymin

jednotky: Bequerel ~ s-1 (dle SI), Curie ~ 1 g 226Ra, (µCi – mCi v praxi)
detektorydetektory
– ionizační (Geiger-Mullerova trubice) - scintilační
– polovodičové skenery - fotografický materiál

separace rad. produktuseparace rad. produktu
– precipitací, extrakce
– vývoj nebo inkorporace rad. plynu nebo těkavé látky
– elektroforesa, papírová nebo tenkovrstevná chromatografie

výhody: pvýhody: přřesnost, chemickesnost, chemickáá identita, midentita, měřěřeneníí radioaktivity nezradioaktivity nezáávisvisíí na na 
formforměě a podma podmíínknkááchch
problprobléémy: nmy: náákladnkladnéé vybavenvybaveníí i reagencie, pracovni reagencie, pracovníí rizikarizika
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RadioaktivnRadioaktivníí znaznaččeneníí
vysoce citlivvysoce citlivéé zz hlediska detekcehlediska detekce
komplikackomplikacíí je striktnje striktníí dodrdodržžovováánníí zzáásad bezpesad bezpeččnosti prnosti prááce ce 
ss radioaktivnradioaktivníím materim materiáálem a zlem a zíískskáánníí potpotřřebnebnéého oprho opráávnvněěnníí
pro znapro značčeneníí biomolekul pbiomolekul přřichicháázzíí do do úúvahy vahy řřada izotopada izotopůů::
ββ zzáářřiičče e -- 1414C, C, 3232P, P, 3535S a S a 33HH
– slabé záření vyžaduje použití scintilačních činidel
γγ zzáářřiičče e -- 131131I a I a 125125II
– lepší z hlediska citlivosti detekce sledovatelné přímo s několikařádově

lepší odezvou
131131I mI máá velmi silnvelmi silnéé zzáářřeneníí a zejma zejmééna krna kráátký polotký poloččas (8,1 dne)as (8,1 dne)
– obojí je nevýhodné

125125II mmáá deldelšíší polopoloččas rozpadu (60 dnas rozpadu (60 dníí) a je slab) a je slabšíší zzáářřiičč

JodaceJodace
lze vyulze využžíít pt přříímo vodný roztok Imo vodný roztok I22, který obsahuje reaktivn, který obsahuje reaktivníí formu formu 
HH22OIOI++, vznikaj, vznikajííccíí vv ddůůsledku rovnovsledku rovnováážžných reakcných reakcíí
dochdocháázzíí kk substituci aktivovaných aromatických jader tyrozinu (mono substituci aktivovaných aromatických jader tyrozinu (mono 
i disubstituce) a histidinui disubstituce) a histidinu
mohou být najodovmohou být najodováány nny něěkterkteréé umuměěle vnesenle vnesenéé skupinyskupiny
jodace obvykle snijodace obvykle snižžuje rozpustnost buje rozpustnost bíílkovinlkovin
doba reakce urdoba reakce urččuje stupeuje stupeňň jodacejodace
ukonukonččíí se pse přřididáánníím redukm redukččnníího ho ččinidla, napinidla, napřř. dithioni. dithioniččitanuitanu

OH

R

NN

R

OH

R

I

NN

R

I

H

OH

R

I

I

I2 + H2O

I3- I2 + I-

H2OI+ + I-

H2OI+

H2OI+ H2OI+
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JodaJodaččnníí ččinidlainidla
pro oxidaci jodidu se poupro oxidaci jodidu se použžíívváá nejnejččastastěěji ji chloramin Tchloramin T

dostupný i vdostupný i v imobilizovanimobilizovanéé formforměě na polystyrenových na polystyrenových ččáásticsticíích jako ch jako 
tzv. IODOtzv. IODO--BEADS (Pierce)BEADS (Pierce)
– výhodou je pomalejší reakce a lepší kontrola průběhu a stupně jodace
IODOIODO--GENGEN
– 1,3,4,6-tetrachloro-3α,6α-difenylglykouril
– nerozpustný ve vodě, potáhne se jím povrch

pracovní nádoby
laktoperoxidasovlaktoperoxidasováá jodacejodace
– nosič s imobilizovanou glukosa oxidasou

(generuje s glukosou peroxid vodíku) a 
laktoperoxidasou - oxiduje jodid na jod

CH3

SO2 N Cl

CH3

SO2 NH2125I- + 2H+

125I-Cl

-

+

NN

N N

O

O

ClCl

ClCl

BoltonBolton--Hunterovo Hunterovo ččinidloinidlo
ččasto efektivnasto efektivněějjšíší nenežž ppřříímmáá jodacejodace
kdykdyžž nejsou k dispozici volnnejsou k dispozici volnéé tyrosinovtyrosinovéé zbytkyzbytky
napnapřřed se najoduje ed se najoduje ččinidlo, to se pak konjuguje s binidlo, to se pak konjuguje s bíílkovinoulkovinou

N

OH

O

O

O

O

I125 N

OH

O

O

O

O

I125

I125

R-NH2

- NHS

OH

O

N
H

R

I125

I125
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RadioaktivnRadioaktivněě znaznaččenenéé protilprotiláátkytky
ccíílenlenéé radioterapeutickradioterapeutickéé aplikaceaplikace
radionuklidy radionuklidy -- 212212Bi, Bi, 8888Y, Y, 9090Y, Y, 9999Tc, Tc, 6767Cu, Cu, 186186Re, Re, 188188Re, Re, 6666Ga, Ga, 6767Ga, Ga, 111111In, In, 
114114In, In, 115115InIn
ppřříímméé metodymetody
– jodace, interakce kovů s povrchovými -SH skupinami

nepnepřříímméé
– zavedení chelátových skupin komplexujících ionty kovů
– BCA, "bifunctional chelating agents"
– DTPA, diethylentetraaminpentaoctová kyselina - na bázi dianhydridu pro 

derivatizaci -NH2 skupiny

N
OO

N

O

O N

OH

O

O

O

R-NH2

N
OHOH

N

O

N

OH

O

O

O OHN
H

O
R

LiposomyLiposomy
poprvpoprvéé popsal Bangham v roce 1965popsal Bangham v roce 1965
šširokirokéé uplatnuplatněěnníí vv bioanalytických aplikacbioanalytických aplikacíích, jako nosich, jako nosičůčů
terapeutických prostterapeutických prostřředkedkůů nebo vakcnebo vakcíín, kosmetický prn, kosmetický průůmyslmysl
spontspontáánnnněě vznikajvznikajííccíí sfsféérickrickéé lipidovlipidovéé struktury seststruktury sestáávajvajííccíí
zz fosfolipidových dvojvrstev fosfolipidových dvojvrstev (jedna nebo n(jedna nebo něěkolik) tvokolik) tvořřených ených 
amfifilnamfifilníími molekulamimi molekulami --
– mohou být přítomny také např. cholesterol, mastné kyseliny 

nebo další látky důležité pro funkcionalizaci povrchu liposomů
amfifilnamfifilníí molekuly na rozhranmolekuly na rozhraníí ffáázzíí –– voda / vzduch voda / vzduch -- vytvvytváářříí
orientovanou strukturu monovrstvy, kdy polorientovanou strukturu monovrstvy, kdy poláárnrníí ččáásti molekuly sti molekuly 
smsměřěřujujíí do vodndo vodnéé ffááze a nepolze a nepoláárnrníí do prostdo prostřřededíí vzduchuvzduchu
mezi jednotlivými dvojvrstvami je uzavmezi jednotlivými dvojvrstvami je uzavřřena vodnena vodnáá ffááze ze -- mmůžůže e 
obsahovat hydrofilnobsahovat hydrofilníí lláátky, do lipidovtky, do lipidovéé dvojvrstvy lze vpravit dvojvrstvy lze vpravit 
hydrofobnhydrofobníí lláátkytky
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Vrstvy a micelyVrstvy a micely
lipidovlipidováá dvojvrstva sestdvojvrstva sestáávváá ze dvou monovrstev nad sebou ze dvou monovrstev nad sebou 
orientovaných tak, orientovaných tak, žže nepole nepoláárnrníí ččáásti jsou uvnitsti jsou uvnitřř struktury, kde struktury, kde 
navznavzáájem interagujjem interagujíí
– základem přirozených biomembránových struktur

sbalensbaleníím monovrstvy do kulovitm monovrstvy do kulovitéého tvaru vznikho tvaru vznikáá micela (ve vodnmicela (ve vodnéém m 
prostprostřřededíí) nebo obr) nebo obráácencenáá (invertovan(invertovanáá))
micela (v nevodnmicela (v nevodnéém prostm prostřřededíí))

~ ~ 4 nm4 nm

UzavUzavřřenenéé strukturystruktury
sbalensbaleníím dvojvrstvy do sfm dvojvrstvy do sféérickrickéé struktury vznikajstruktury vznikajíí membrmembráánovnovéé
vvááččky (vesikly) ky (vesikly) –– liposomyliposomy, kter, kteréé uvnituvnitřř obsahujobsahujíí vodnou fvodnou fáázizi
nejjednodunejjednoduššíšší jsou unilameljsou unilameláárnrníí (ULV) v praxi nejvhodn(ULV) v praxi nejvhodněějjšíší
– 20 až 50 nm – SUV, „small unilamellar vesicles“, velké zakřivení povrchu
– od 100 nm až do asi 1 µm LUV, „large …“
– 1 až 200 µm GUV, „giant …“

multilamelmultilameláárnrníí (MLV, p(MLV, přřipravujipravujíí se nejsnadnse nejsnadněěji a jsou stabilnji a jsou stabilněějjšíší), a), ažž
20 20 µµm, uspom, uspořřááddáány koncentricky i nekoncentrickyny koncentricky i nekoncentricky
multivesikulmultivesikuláárnrníí (MVV) (MVV) -- obsahujobsahujíí uvnituvnitřř nněěkolik vesiklkolik vesiklůů
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PPřřííprava liposomprava liposomůů

rozpurozpuššttěěnníí smsměěsi lipidsi lipidůů vv org. rozpouorg. rozpouššttěědle (chloroform:methanol, 2:1)dle (chloroform:methanol, 2:1)
– lze použít i rozpouštědla mísítelná s vodou, zejména ethanol; nejsou v něm ale 

rozpustné všechny lipidy potřebné pro přípravu liposomů
rozptýlenrozptýleníí ve vodnve vodnéé ffáázizi
– po odpaření rozpouštědle ve vodné fázi se dá využít mechanické protřepávání, 

vysokotlaká emulzifikace, ozvučování, protlačování membránou s póry (extruze) 
nebo opakované zmražování / rozmražování - vznikají různé druhy liposomů

– přidání detergentů, které proces disperze usnadní dočasným maskováním 
nepolárních částí (Triton X-100, cholát, oktylglukosid)

– přidání chaotropních činidel (močovina, guanidin HCl, thiokyanát, nitrát)
izolaci izolaci žžáádandanéé frakce zfrakce z populace liposompopulace liposomůů
separace nadbyteseparace nadbyteččných modifikujných modifikujííccíích lch láátek nezachycených uvnittek nezachycených uvnitřř liposomliposomůů,,
– gelová filtrace (Sephadex G-50) nebo dialýza
– pro velikostní frakcionaci liposomů (Sepharosa 2B nebo 4B)

uchovuchováávváánníí
– ve vodném prostředí obvykle vede k reorganizaci liposomů
– zmražení poškozuje integritu vnější membrány
– zmražení v přítomnosti polyolů nahrazujících vodu, např. sorbitol

LipidyLipidy
slosložženeníí je variabilnje variabilníí::
– cholesterol
– fosfatidylethanolamin (PE)
– fosfatidylglycerol (PG)
– fosfatidylcholin (PC lecithin)
– fosfatidylserin (PS)
– fosfatidylinositol (PI)
– roztoky je třeba chránit před 

oxidací, udržovat ve tmě

R znaR značčíí zbytek mastnzbytek mastnéé
kyseliny, napkyseliny, napřř..
– kyselina myristová

R = CH3(CH2)12-
– kyselina palmitová

R = CH3(CH2)14-
– kyselina stearová

R = CH3(CH2)16-
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fosfatidovfosfatidováá
kyselinakyselina

PCPC PEPE

PSPS PGPG PIPI
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CholesterolCholesterol
mmůžůže tvoe tvořřit ait ažž 50% 50% (mol.)(mol.) zz ppřříítomných lipidtomných lipidůů
– je v membráně do značné míry rigidní

a nemá volnost ohybu
– jeho vzrůstající podíl snižuje fluiditu 

membrány liposomů a posouvá fázové přechody k vyšším teplotám

NN11--cholesteryloxykarbonylcholesteryloxykarbonyl--3,73,7--diazanonandiazanonan--1,91,9--diamin  (Cdiamin  (C--DAN)DAN)
– polyaminový kladně

nabitý derivát

ddáále je mole je možžnnéé do liposomdo liposomůů vvččlenit i sfingolipidy na blenit i sfingolipidy na báázi sfingosinu, zi sfingosinu, 
bběžěžnnéé vv ppřřirozených membrirozených membráánnáách, prakticky to omezuje vysokch, prakticky to omezuje vysokáá cena cena 
ttěěchto slochto složžekek

H H
OH

NNááboj liposomboj liposomůů
neutrneutráálnlníí (PC, PE)(PC, PE)
– náchylné k agregaci a sedimentaci

zzáápornporněě nabitnabitéé (PG, k. fosfatidov(PG, k. fosfatidováá, PS), PS)
– dobře vychytávány buňkami, uvolní obsah při cirkulaci

kladnkladněě nabitnabitéé (dimethyldioktadecylamonium bromid, DoDAB, (dimethyldioktadecylamonium bromid, DoDAB, 
stearylamin, Cstearylamin, C--DAN)DAN)
– zejména pro přenos nukleových kyselin (genová terapie)

Charakterizace vlastnostCharakterizace vlastnostíí
morfologickmorfologickéé (velikost, tvar, stabilita, distribuce velikost(velikost, tvar, stabilita, distribuce velikostíí --
mono/polydisperznmono/polydisperzníí, n, náábojboj
strukturnstrukturníí organizace (permeabilita a fluidita)organizace (permeabilita a fluidita)
funkcionalizace (zachytfunkcionalizace (zachytáávacvacíí kapacita, stabilita, reaktivita, schopnost kapacita, stabilita, reaktivita, schopnost 
ffúúzovzováánníí))
technikytechniky
– elektronová mikroskopie (SEM, cryo-TEM)
– rozptyl světla (statický SLS a dynamický DLS)
– separace (SEC, FFF, CZE)
– kalorimetrie (DSC) - určení teploty přechodu Tm
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interagujinteragujííccíí povrchovpovrchověě zakotvenzakotvenéé molekulymolekuly
makromolekulymakromolekuly

amfifilnamfifilníí molekulymolekuly

malmaléé ve vodve voděě
rozpustnrozpustnéé lláátkytky

zakotvenzakotvenéé
makromolekulymakromolekuly lipofilnlipofilníí lláátkytky

ve vodve voděě rozpustnrozpustnéé
makromolekulymakromolekuly

Funkcionalizace liposomuFunkcionalizace liposomu

hydrofilnhydrofilníí proteinprotein
zakotvený pzakotvený přřes es 
hydrofobnhydrofobníí ččáástst

integrintegráálnlníí proteinprotein

(Chemick(Chemickáá) modifikace liposom) modifikace liposomůů

aktivace liposomaktivace liposomůů je moje možžnnáá ppřředemedem
– modifikací komponent tvořících membránu
– biotinylované liposomy
– přímé zakotvení lipofilních antigenů (kardiolipiny, 

glykosfingolipidy) nebo biomolekul modifikovaných lipidy
nebo anebo ažž u hotovu hotovéého liposomuho liposomu
– oxidace PG nebo PI v diolové části pomocí jodistanu – vznikne 

aldehydová skupina
– volné aminoskupiny u fosfatidylethanolaminu a fosfatidylserinu, 

nebo přidání stearylaminu
– karboxyskupina z PS, lze získat začleněním karboxylových 

kyselin s dostatečně dlouhým alifatickým řetězcem přímo do 
membrány

– hydroxylové skupiny u fosfatidylglycerolu a fosfatidylinositolu
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NNááplplňň liposomliposomůů

ppřři pi přříípravpravěě mohou být dovnitmohou být dovnitřř vpraveny rvpraveny růůznznéé lláátky tky 
zz okolnokolníího vodnho vodnéého prostho prostřřededíí
–– barviva, fluorofory, enzymy, lbarviva, fluorofory, enzymy, lééččiva, iva, ……

liposomy pak fungujliposomy pak fungujíí jako nosijako nosičče velke velkéého mnoho množžstvstvíí
detekovatelných nebo jinak "udetekovatelných nebo jinak "užžiteiteččných" komponentných" komponent
– mohou být s vysokou citlivostí stanoveny po uvolnění do 

okolního prostředí rozrušením membrány liposomu detergentem -
- zesilovací mechanismus

– postupně se uvolňují v cílovém prostředí po specifické vazbě
liposomu na vhodné determinanty na povrchu buněk, tzv. cílené
směrování - "homing"

HomogennHomogenníí imunostanovenimunostanoveníí
poupoužžititíí komplementu (skupina skomplementu (skupina séérových brových bíílkovin, nilkovin, niččííccíích cizch cizíí bubuňňky)ky)
– cizí buňka (resp. liposom) je opsonizována protilátkami, pak se navážou 

složky komplementu a zlyzují buňku (resp. liposom - přitom se uvolní
značka) - CMLIA (complement mediated liposome IA)

lyze pomoclyze pomocíí mellitinu (cytolysin, 26 AA) mellitinu (cytolysin, 26 AA) -- CyMLIACyMLIA
– konjugát mellitinu s antigenem, v imunokomplexu mellitin blokován

kompetitivnkompetitivníí stanovenstanoveníí
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HeterogennHeterogenníí stanovenstanoveníí
LISA, liposome immunosorbent assaysLISA, liposome immunosorbent assays

varianta s vyuvarianta s využžititíím biotinu/avidinu m biotinu/avidinu -- univerzuniverzáálnlníí poupoužžititíí

výhoda: vyvýhoda: vyššíšší citlivost oproti klasickcitlivost oproti klasickéé ELISAELISA

BoronBoronáátovtovéé komplexykomplexy

B
OH

OH OH

OH

 OH

OH
B

O

O

OH

OH

 

+
- -

kyselina boritkyselina boritáá je schopna vytvje schopna vytváářřet komplexy se slouet komplexy se slouččeninami eninami 
obsahujobsahujííccíími diolovmi diolovéé uskupenuskupeníí –– sacharidy, glykoproteinysacharidy, glykoproteiny
momožžnost vyunost využžititíí pro reversibilnpro reversibilníí imobilizaci biomolekul pomocimobilizaci biomolekul pomocíí
kyseliny kyseliny mm--aminofenylboritaminofenylboritéé ((APBAAPBA):):

nejznnejznáámměějjšíší je moje možžnost mnost měřěřeneníí hladiny glykosylovanhladiny glykosylovanéého ho 
hemoglobinuhemoglobinu

NH

B
OH

OH OH-
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B
OH

OH
OH

OH

OH
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O

O
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N
B
OH

OH

B
OH OH

N
H

O

O

O

O

O
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OHOH

OH

O

NH
OH

N
B

O

O

OH
OH

+

H3O+

velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (velmi silnou komplexaci mezi kyselinou fenylboritou (PBAPBA) a ) a 
salicylhydroxamovou (salicylhydroxamovou (SHASHA) vyu) využžíívváá firma Prolinx pro generický firma Prolinx pro generický 
zpzpůůsob imobilizace biomolekulsob imobilizace biomolekul čči tvorbu biokonjugi tvorbu biokonjugááttůů::

SHA je obvykle kovalentnSHA je obvykle kovalentněě navnaváázzáána na  na na  jednom partneru ajednom partneru a PBA PBA 
(nebo diborit(nebo diboritáá varianta PDBA) je v preaktivovanvarianta PDBA) je v preaktivovanéé formforměě pro pro 
modifikaci biomolekul:modifikaci biomolekul:

BoronBoronáátovtovéé komplexy (Versalinx)komplexy (Versalinx)

PDBAPDBA--XX--NHSNHS

ImunoreagencieImunoreagencie
pro znapro značčeneníí se vyuse využžíívváá specifickspecifickáá interakce mezi vazebným minterakce mezi vazebným míístem stem 
protilprotiláátkytky a rozpozna rozpoznáávaným mvaným míístem (stem (epitopemepitopem) ) antigenuantigenu
– protein, lipopolysacharid, nízkomolekulární hapteny – peptidy, pesticidy, 

toxiny, léčiva, …
protilprotiláátka tka –– prakticky výhradnprakticky výhradněě imunoglobulinimunoglobulin GG ((IgGIgG))
– 160 kDa, 2 vazebná místa pro antigen, tvar Y, 1 Fc a 2 Fab fragmenty
– polyklonální (pAb), monoklonální (mAb), rekombinantní (rAb)

primprimáárnrníí protilprotiláátky tky –– rozpoznrozpoznáávajvajíí ccíílovlovéé mmíísto, ale obvykle nejsou sto, ale obvykle nejsou 
nijak dnijak dáále oznale označčenyeny
– jsou dostupné tisíce prim. Ab a nebylo by ekonomické od každé

připravovat různě značené konjugáty
– je to ale samozřejmě možné, má význam při dlouhodobém častém 

používání – zjednoduší se pracovní proces
sekundsekundáárnrníí protilprotiláátky tky –– obvykle znaobvykle značčenenéé ((konjugkonjugáátt s enzymem nebo s enzymem nebo 
fluoroforemfluoroforem))
– skupinová specifita – rozpoznávají všechny protilátky pocházející z 

určitého organismu, např. kozí anti myší protilátka rozpozná všechny IgG
připravené imunizací myší (nebo vytvořené pomocí DNA pocházející z 
myši)



84

SekundSekundáárnrníí protilprotiláátkytky
rozpoznrozpoznáávajvajííccíí ((antianti) protil) protiláátky ptky půůvodem:vodem:
– myší, králičí, kozí, krysí, ovčí, koňské, lidské

specifitaspecifita vvůčůči:i:
– celý IgG, IgM, Fc, Fab, IgG1 2 ..., 

konjugovankonjugovanéé s:s:
– peroxidasa, alkalická fosfatasa
– fluorescein, rhodamin, Texas red, fykoerithrin
– biotin, streptavidin

Proteiny A, G, LProteiny A, G, L
nněěkterkteréé kmeny kmeny StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus produkujprodukujíí protein A protein A 
– skupinový ligand, velmi pevně a specificky váže molekuly 

imunoglobulinů v oblasti Fc fragmentu (až 4 vazná místa)
– 42 kDa, stabilní při pH 1 až 12, snadno renaturuje
– KA až 108 l/mol, neváže ale všechny podtřídy IgG

skupiny C a G streptokokskupiny C a G streptokokůů -- podobný protein Gpodobný protein G
– 23 kDa, nižší afinita k IgG, ale váže širší skupinu IgG
– má vazebné místo pro albumin (odstraněno v rekombinantní formě)
– produkují i podobné protein H (IgG Fc), protein B (IgA), Arp (IgG a 

IgA)
PeptostreptococcusPeptostreptococcus magnusmagnus -- protein Lprotein L
– 35.8 kDa, 4 vazná místa
– váže některé κ (ne však λ) řetězce L protilátek, i Fab a scFv

fragmenty

rekombinantnrekombinantníí hybridnhybridníí varianty (L/G, L/A, varianty (L/G, L/A, ……))



85

PouPoužžititíí proteinproteinůů A G LA G L

orientovanorientovanáá imobilizaceimobilizace protilprotiláátektek
– na povrchu sensorů nebo afinitních nosičů
– vzniklý komplex lze zpevnit prokřížením pomocí

dimethylpimelimidátu
purifikacepurifikace protilprotiláátektek
– po imobilizaci na vhodnou (agarosovou) matrici - Protein A 

Sepharose
obecnobecněě poupoužžitelnitelnéé jako jako detekdetekččnníí ččinidloinidlo pro pro 
imunokomplexyimunokomplexy
– Protein A značený peroxidasou nebo vhodným fluoroforem
– zviditelnění přítomnosti protilátek

PorovnPorovnáánníí specifityspecifity

Sheep
Rat
Rabbit
Pig
Mouse (others)
Mouse IgG1

Human IgD
Human IgM, IgA, IgE
Human IgG3

Human IgG1, IgG2, IgG4

Horse
Guinea pig
Goat
Dog
Chicken
Cat
Bovine
Antibody

* pouze pokud má kapa řetězec

-+++/–
+++++++/–

+++++++++
++++++++++
++++++++
+++++++++
++++––
++++–+/-
++++++++–
++++++++++++

?++++++
?++++++
-+++-
?++++
-+/––
?–+
-++++++

Protein L (*)Protein GProtein A
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LektinyLektiny
bunbuněčěčnnéé proteoglykanyproteoglykany, , glykoproteinyglykoproteiny a a glykolipidyglykolipidy mohou mohou 
obsahovat obsahovat šširokou irokou šškkáálu lu oligosacharidovýcholigosacharidových zbytkzbytkůů
– vyskytují se obvykle na povrchu buněk jako složky zakotvené do 

buněčné membrány
– pro různé buňky mohou být specifické různé sacharidové sekvence
– např. nádorové buňky mohou změnit své povrchové oligosacharidy

lektinylektiny -- proteiny schopnproteiny schopnéé rozpoznrozpoznáávat a vvat a váázat specifickzat specifickéé
konfigurace sacharidových molekulkonfigurace sacharidových molekul
– aglutinace buněk (aglutininy)
– precipitace komplexních oligosacharidů

fluorescenfluorescenččnněě znaznaččenenéé lektinylektiny se uplatse uplatňňujujíí ppřři:i:
– detekce povrchových buněčných struktur a intracelulárních 

glykoproteinů v mikroskopii
– detekční postupy v histochemii a cytometrii
– lokalizace glykoproteinů na gelech a v blotech
– precipitace glykoproteinů
– aglutinace specifických buněk

ConcanavalinConcanavalin AA
z bobu z bobu CanavaliaCanavalia ensiformisensiformis
((FabaceaeFabaceae, ", "jackjack beanbean", "", "pigpig beanbean")")
prvnprvníí znznáámý mý lektinlektin, 237 , 237 aaaa, , MrMr 26,5 26,5 kDakDa,,
dvdvěě mmíísta pro ionty kovu (Casta pro ionty kovu (Ca2+2+, Mn, Mn2+2+))
vytvvytváářříí dimerydimery a z nich pak a z nich pak tetramertetramer
– 4 dostatečně vzdálená vazebná místa
– výhodné pro tvorbu agregátů,

(např. z erythrocytů)
mmáá afinitu ke glukose a k manoseafinitu ke glukose a k manose
– nejlépe váže methyl-3,6-di-O-(-D-manopyranosyl)-α-D-manopyranosid

podjednotkapodjednotka ConCon AA
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ββ--GalGal120 120 kDakDa, 4, 4--mermerCastorCastor beanbean,,
RicinusRicinus comuniscomunis

RCARCA

ββ--Gal(1Gal(1--3)3)GalNAcGalNAcMonomer, 59 Monomer, 59 kDakDažžampionampion, , AgaricusAgaricus
bisporusbisporus

ABAABA

αα--ManMan49 49 kDakDa, 4, 4--mermerhrhráách,ch,
PisumPisum sativumsativum

PSAPSA

term. term. GalNAcGalNAc a Gala Gal44--mermer, 120 , 120 kDakDa, , 
isolektinyisolektiny

sojasoja,, Glycine Glycine maxmaxSBASBA

GalNAcGalNAc66--mermer, 70 , 70 kDakDa, , 
vváážže Ae A--eryhtrocyteryhtrocyt

hlemýhlemýžždi,di,
HelixHelix pomatiapomatia

HPAHPA

term. term. ββ--GalGal44--mermer, 110 , 110 kDakDaaraarašíšídydy
ArachisArachis hypogleahypoglea

PNAPNA

term. term. nereduknereduk. . GlcNAcGlcNAc44--mermer 113 113 kDakDa-- " " --GSGS--IIII
GlcNAcGlcNAc(1(1--2)Man2)Man44--mermer, 126 , 126 kDakDafazol,fazol,

PhaseolusPhaseolus vulgarisvulgaris
PHAPHA--LL

Gal, Gal, gangliosidgangliosid GGVibrio Vibrio choleraecholeraeBB--podjednotkapodjednotka z z 
choleratoxinucholeratoxinu

A: term. A: term. αα--GalNAcGalNAc, B: term. , B: term. αα--GalGalisolektinyisolektiny, 4, 4--
merymery, 114 , 114 kDakDa

africkafrickéé boby,boby,
GriffoniaGriffonia simplifoliasimplifolia

GSGS-- .. IA4, IA3B, .. IA4, IA3B, 
IA2B2, IAB3, IB4IA2B2, IAB3, IB4

((GlcNAcGlcNAc))22, , NeuNAcNeuNAcdimerdimer, 36 , 36 kDakDaobilnobilníí klklííččky, ky, TriticumTriticum
vulgarisvulgaris

WGAWGA

αα--GlcGlc, , αα--ManMan44--mermer, 104 , 104 kDakDa
ionty Caionty Ca2+2+ a Mna Mn2+2+

brazilskbrazilskéé boby, boby, 
CanavaliaCanavalia ensiformisensiformis

ConCon AA

VazebnVazebnáá specifitaspecifitaVlastnostiVlastnostiIzolovIzolováán zn zLektinyLektiny

FluorescenFluorescenččnníí znaznaččeneníí
pomocpomocíí lektinlektinůů

apoptickapoptickéé lidsklidskéé keratinocytykeratinocyty znaznaččenenéé ConAConA--
fluoresceinem (okraje membrfluoresceinem (okraje membráánových puchýnových puchýřřkkůů) ) 
a a propidiumpropidium jodidemjodidem

fixovanfixovanéé a a permeabilizovanpermeabilizovanéé osteosarkomovosteosarkomovéé
bubuňňkyky
– ConA-AlexaFluor-488 - žlutozeleně, glukopyranosyl
– WGA-AlexaFluor-594 - oranžově, GlcNac
– Hoechst 33342 - modře, nukleové kyseliny

kapilkapiláárnrníí endothelyendothely a a mikrogliemikroglie z z kryokryořřezuezu kryskrysíího ho 
mozkumozku
– GS-IB4-AlexaFluor 488 (žlutozeleně)
– neurony - NeuroTrace 530/615 (červeně)
– jádra - DAPI (modře)
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HisHis--tagtag
purifikace geneticky modifikovaných purifikace geneticky modifikovaných rekombinantnrekombinantnííchch proteinproteinůů
exprimovanýchexprimovaných v v E. E. colicoli nebo jiných mikroorganismechnebo jiných mikroorganismech
jinak "jinak "polyhistidinepolyhistidine--tagtag" nebo "" nebo "hexahistidinehexahistidine--tagtag" je " je úúsek sek 
histidinovýchhistidinových zbytkzbytkůů na Nna N-- nebo Cnebo C--koncikonci
– volí se ten méně důležitý nebo dostupnější

slousloužžíí k rychlk rychléé izolaci pomocizolaci pomocíí metaloafinitnmetaloafinitníí chromatografie s Nichromatografie s Ni2+2+

nebo Conebo Co2+2+ iontyionty
– eluce snížením pH (protonace His) nebo komplexotvorným činidlem 

(imidazol, EDTA)
– další formáty - magn. nosiče, jednoúčelové kolony, …

po purifikaci se tento koncový po purifikaci se tento koncový úúsek odstransek odstraníí
– pomocí exopeptidasy z N-konce
– na základě další krátké cílové sekvence endoproteinasy

vhodnvhodnéé i pro denaturovani pro denaturovanéé proteiny (dproteiny (důůleležžititáá je sekvence)je sekvence)
vadvadíí peptidylprolylisomerasapeptidylprolylisomerasa (25 (25 kDakDa, , SlyDSlyD) ) -- lléépe poupe použžíít t SlyDSlyD--
deficientndeficientníí E. E. colicoli
vynalezeno u vynalezeno u RocheRoche (licence, akademick(licence, akademickáá zdarma), vhodnzdarma), vhodnéé vektory vektory 
distribujedistribuje QiagenQiagen

VnesenVneseníí HisHis--tagutagu
vnesenvneseníí DNA DNA úúseku seku kodujkodujííccííhoho ccíílový proteinlový protein
do vektoru, kde je Hisdo vektoru, kde je His--tagtag sekvence psekvence přříítomnatomna
na Cna C--koncikonci

poupoužžititíí primeruprimeru s Hiss His--tagtag sekvencsekvencíí ke spojenke spojeníí
s cs cíílovou DNA v prlovou DNA v průůbběěhu PCRhu PCR

primeryprimery s s repetitivnrepetitivníímimi His sekvencemi (CAC nebo CAT)His sekvencemi (CAC nebo CAT)

PCRPCR
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komplexotvornkomplexotvornáá reakce nitrilotrioctovreakce nitrilotrioctovéé kyseliny (NTA) s vhodným kyseliny (NTA) s vhodným 
iotem kovu (Niiotem kovu (Ni2+2+, Cu, Cu2+2+) a imidazolovým kruhem histidinových ) a imidazolovým kruhem histidinových 
zbytkzbytkůů

lysinlysin--NTANTA

His lze do proteinHis lze do proteinůů vnvnéést i chemickyst i chemicky
ppřřes oxidovanes oxidovanéé sacharidovsacharidovéé zbytkyzbytky

MetaloafinitnMetaloafinitníí interakceinterakce
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proteinprotein

GSTGST--tagtag
glutathionglutathion--SS--transferasatransferasa (26 (26 kDakDa) ) -- mmáá silnou afinitu k nosisilnou afinitu k nosičůčům s m s 
imobilizovaným imobilizovaným glutathionemglutathionem
GST reprezentuje skupinu multifunkGST reprezentuje skupinu multifunkččnníích ch cytosolickýchcytosolických proteinproteinůů u u 
eukaryoteukaryot
nevyskytujnevyskytujíí se u se u prokaryotprokaryot -- nenneníí tedy tedy žžáádndnáá kompeticekompetice s s 
glutathionovouglutathionovou matricmatricíí
ppřřipravipravíí se fse fúúzzíí konjugkonjugáátt ccíílovlovéého proteinho proteinůů s GSTs GST
– exprese se provede v bakteriích
– GST část může zlepšit rozpustnost eukaryotických bílkovin v 

prokarytickém prostředí
– purifikace na glutathionové matrici
– odstranění GST části štěpením proteasou

OH N
H

N
H

O

NH2

O
SH

O

OH

O

glutathion,glutathion,
γγ--GluGlu--CysCys--GLyGLy
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DalDalšíší ""tagytagy""
tyto cizorodtyto cizorodéé sekvence se vklsekvence se vkláádajdajíí pomocpomocíí rekombinantnrekombinantnííchch technik technik 
do cdo cíílových genlových genůů
kkóódujdujíí krkráátktkéé peptidy, kterpeptidy, kteréé vytvvytváářříí antigennantigenníí determinanty (determinanty (epitopyepitopy), ), 
kterkteréé rozpoznrozpoznáávajvajíí specifickspecifickéé protilprotiláátkytky
výsledkem je "oznavýsledkem je "označčeneníí" " exprimovanexprimovanééhoho proteinu daným proteinu daným úúsekem sekem 
("("taggedtagged protein")protein")
bběžěžnněě komerkomerččnněě dostupndostupnéé protilprotiláátky proti tky proti tagtag sekvencsekvencíím zjednodum zjednoduššujujíí
identifikaci, identifikaci, imunoprecipitaciimunoprecipitaci nebo nebo imunoafinitnimunoafinitníí purifikaci purifikaci 
oznaoznaččených bených bíílkovinlkovin
tyto tyto ffúúznzníí proteiny se vzhledem ke krproteiny se vzhledem ke kráátktkéé znaznaččce nelice nelišíší od nativnod nativníích ch 
bbíílkovin co se týklkovin co se týkáá bioaktivitybioaktivity nebo nebo biodistribucebiodistribuce
ppřřííklady "klady "tagtagůů":":
– HIS HHHHHH
– c-MYC EQKLISEEDL
– HA YPYDVPDYA
– VSVG YTDIEMNRLGK
– HSV QPELAPEDPED

V5 GKPIPNPLLGLDST
– FLAG DYKDDDDK 

ZnaZnaččeneníí glykoproteinglykoproteinůů

mapovmapováánníí glykomuglykomu –– metabolickmetabolickéé
znaznaččeneníí pomocpomocíí acetylovanýchacetylovaných
derivderivááttůů::
– N-azidoacetylgalaktosamin (GalNAz)
– N-azidoacetylglukosamin (GlcNAz)
– N-azidoacetylmanosamim (ManNAz)

v metabolismu buv metabolismu buňňky se vestavky se vestavíí do do 
glykoproteinglykoproteinůů
chemicky se oznachemicky se označčíí StaudingerovouStaudingerovou
ligacligacíí pomocpomocíí FLAGFLAG--fosfinovfosfinovééhoho
derivderiváátutu
vhodnvhodnéé pro pro proteomickouproteomickou analýzu analýzu 
postranslapostranslaččnnííchch modifikacmodifikacíí
FLAG se FLAG se „„zviditelnzviditelní“í“ pomocpomocíí
znaznaččenenéé antianti FLAG protilFLAG protiláátkytky



91

ZnaZnaččeneníí redred. konce. konce

anthranilovanthranilováá kyselina (2AA) kyselina (2AA) 
nebo 2nebo 2--aminobenzamidaminobenzamid (2AB) (2AB) 
–– fluorescenfluorescenččnníí znaznaččkyky
redukredukččnníí aminaceaminace
– Schiffova báze stabilizovaná

redukcí NaBH4

NanoNanoččáásticestice

techniky znatechniky značčeneníí biomolekulbiomolekul pomocpomocíí rrůůzných zných ččáástic se stic se 
poupoužžíívajvajíí jijižž nněěkolik desetiletkolik desetiletíí, , „„immunogoldimmunogold““
– částice zlata potažené protilátkou se zmiňují už kolem roku 1970
– rutinně se používají např. v elektronové mikroskopii

znaznaččnnáá popularita se zvedla vpopularita se zvedla v poslednposledníích letech se ch letech se 
vvššeobecným trendem eobecným trendem nanotechnologinanotechnologiíí, kam , kam řřada ada 
traditradiččnníích znach značček ek „„rozmrozměěrovrověě““ samozsamozřřejmejměě zapadzapadáá
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KoloidnKoloidníí zlato zlato 
stabilnstabilníí suspenze dispergovaných suspenze dispergovaných ččáástic kovu vel. 5 astic kovu vel. 5 ažž asi 150 asi 150 nmnm
– v roztoku se jeví jako intenzívně zbarvené (červeně, dle velikosti částic –

při koagulaci – zvětšování velikosti – se barva posouvá do modra)
– Casiův purpur - již od středověku k barvení skla či hedvábí

ppřřííprava prava konjugkonjugááttůů ss proteiny proteiny -- řřada zpada způůsobsobůů podle tohopodle toho
– který typ interakce bude zodpovědný za vazbu proteinu na povrch 

částice; ta nese obvykle záporný náboj
– mohou se uplatnit i hydrofobní vazby
– velmi často se používá pevné adsorbce thiosloučenin na zlato (SAM, 

„self assembled monolayers“)
– v roztoku se záporně nabité částice odpuzují, ale existují mezi nimi a 

jinými molekulami i přitažlivé síly, v závislosti na iontové síle prostředí
adsorbovanadsorbovanéé bbíílkoviny stabilizujlkoviny stabilizujíí sol zlata a brsol zlata a bráánníí koagulaci, kterou koagulaci, kterou 
lze jinak vyvolat naplze jinak vyvolat napřř. p. přříídavkem davkem NaClNaCl
– vazba bílkovin by měla probíhat v blízkosti jejich izoelektrického bodu, 

ale proces samozřejmě ovlivní i další faktory
– sledovat se adsorbce dá při 580 nm.

PPřříípravaprava
prakticky je výhodnprakticky je výhodnéé poupoužžíívat vat monodisperznmonodisperzníí ččáásticestice
redukce kyseliny redukce kyseliny chlorozlatitchlorozlatitéé HAuClHAuCl44 pomocpomocíí rrůůzných zných ččinidelinidel
obecnobecněě vvěěttšíší „„redukredukččnníí ssíílala““ poskytuje menposkytuje menšíší ččáásticestice
– redukce citrátem sodným poskytuje částice 15 až 150 nm velké dle 

použitých koncentračních poměrů
– střední částice 6 až 15 nm se získají nejlépe pomocí askorbátu sodného
– nejmenší lze připravit redukcí bílým fosforem (pod 5 nm)
– nebo pomocí borohydridu sodného (2 nm)

struktura koloidnstruktura koloidníí ččáástice stice -- Au obalenAu obalenéé
zzáápornporněě nabitými nabitými [[AuClAuCl22]]--

– neshlukují se, přitahují kationty
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AdsorbceAdsorbce bbíílkovinlkovin
inkubace sinkubace s proteinem, proteinem, zcentrifugovzcentrifugováánníí ččáástic, stic, rozsuspendujrozsuspendujíí
ččáástice sstice s proteinem A (G, L) proteinem A (G, L) -- univerzuniverzáálnlníí zviditelnzviditelněěnníí imunokompleximunokomplexůů
– adsorbce při pH 6,9 v přítomnosti polyethylenglykolu (PEG 20 kDa, 

0,025%) jako stabilizačního činidla
– produkt se uchovává v 10 mM fosfátovém pufru pH 7,4 s 1% PEG

adsorbceadsorbce protilprotiláátek tek -- pHpH 8 a8 ažž 9, PEG lze nahradit albuminem (0,25%)9, PEG lze nahradit albuminem (0,25%)
daldalšíší ččasto pouasto použžíívanvanéé kombinacekombinace
– lektiny - detekce sacharidových struktur na povrchu buněk 
– avidin / streptavidin - široké univerzální použit. 

rychlrychléé vizuvizuáálnlněě vyhodnocovanvyhodnocovanéé imunotestyimunotesty
– červená barva snadno a citlivě detekovatelná
– výhodou je stabilita nanočástic - nepodléhají degradaci na rozdíl od 

biomolekul
– nulová toxicita

Depozice stDepozice střřííbrabra
zlepzlepššeneníí citlivosti detekcecitlivosti detekce
– zvětšením velikosti nanočástic

v průběhu stanovení
– specificky zachycené částice fungují jako

nukleační místa pro růst krystalů
v přítomnosti Ag+ solí nebo HAuCl4
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NanoNanoččáásticestice zlatazlata
nanoklastrynanoklastry zlata jsou vlastnzlata jsou vlastněě koordinakoordinaččnníí komplexemkomplexem
centrcentráálnlníí atomy Au jsou v danatomy Au jsou v danéé konfiguraci, na povrchu jsou koordinakonfiguraci, na povrchu jsou koordinaččnněě
vváázzáány s vhodným ny s vhodným ligandemligandem, tak, takžže zlato je valene zlato je valenččnněě saturovsaturovááno a tno a tíím m 
stabilizovstabilizovááno no -- UndecagoldUndecagold a a NanogoldNanogold
– tris (aryl) fosfin
– halidové anionty

menmenšíší klastryklastry HHexagoldexagold (6 (6 AuAu) a ) a OOctagoldctagold (8 (8 AuAu) ) mohou nmohou néést nst náábojboj

ukukáázka zka nanoklastrunanoklastru
Au aktivovanAu aktivovanééhoho
maleimidovoumaleimidovou
skupinouskupinou

Au Au nanonanoččáásticestice v mikroskopiiv mikroskopii

svazek svazek mimikkrotubulrotubulůů
– anti-tubulinová Ab, kozí

Ab anti myší IgG značená
koloidním zlatem (vlevo) 
nebo nanočásticemi
NANOGOLD (vpravo) 

– zvětšení 1300x

adenokarcinomyadenokarcinomy prostatprostatyy
– Ab anti cytokeratin

antibody, konjugát Alexa
Fluor 488 FluoroNanogold
s Fab' fragmentem kozí
Ab anti myší IgG

– vlevo, fluorescence
– vpravo, lokalizace Au po 

zesílení Ag+
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MagnetickMagnetickéé polepole
permanentnpermanentníí magnetmagnet mmáá dva pdva póóly, kterly, kteréé vytvvytváářříí
magnetický dipmagnetický dipóól (l (ččasto reprezentovasto reprezentováán n ššipkou,ipkou,
smsměěr od S do N), mezi pr od S do N), mezi póóly se ly se šíšířříí magnetickmagnetickéé polepole
magnmagn. dip. dipóól l mm v v magnmagn. poli o hustot. poli o hustotěě toku toku BB
je natje natááččen torznen torzníí silou do smsilou do směěruru
rovnobrovnoběžěžnnéého se siloho se siloččarami pole:arami pole:
magnetickmagnetickéé materimateriáály majly majíí volný magnetickývolný magnetický
moment, vykazujmoment, vykazujíí magnetizaci magnetizaci MM, kter, kteráá zzáávisvisíí na:na:
– hustotě magn. dipólů na jednotkový objem materiálu
– velikosti a vzájemné orientaci dipólů
– je důsledkem nespárovaných spinů elektronů, v malé míře i pohybem 

elektronu v rámci orbitalu
magnmagn. pole m. pole můžůže vyvolat i e vyvolat i elektromagnetelektromagnet
– elektrický proud procházející vodivou smyčkou

(solenoid) vytváří uvnitř homogenní pole
hustota toku B je dhustota toku B je dáána intenzitou H a na intenzitou H a permeapermea--
bilitoubilitou vakua vakua µµ00::

)(0 MHB += µ

MagnetizaceMagnetizace
magnetizace M se mmagnetizace M se měěnníí v zv záávislosti na intenzitvislosti na intenzitěě pole Hpole H
– konstantou úměrnosti je magnetická susceptibilita χ
– velikost změny závisí na typu materiálu,

teplotě a někdy i na historii předcházejícího
magn. pole (hystereze)

zahzahřříívváánníí zmagnetizovanzmagnetizovanéého materiho materiáálu snilu snižžuje jeho magnetizaci, puje jeho magnetizaci, přři i 
zahzahřřááttíí nad nad TTcc ((CurieovaCurieova teplota) pak teplota) pak MM zcela vymizzcela vymizíí

H
M=χ
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MagnetickMagnetickéé materimateriáályly

magnetickmagnetickéé -- majmajíí tendenci "zahutendenci "zahuššťťovat" siloovat" siloččááryry
– železo, kobalt
– vykazují magnetizaci i při absenci magn. pole

diamagnetickdiamagnetickéé -- silosiloččááry slabry slaběě odpuzujodpuzujíí
– bílkoviny, tuky, voda
– malá negativní magnetická susceptibilita

paramagnetickparamagnetickéé
– v magn. poli se u nich orientují magn. dipóly a získávají magnetizaci

superparamagneticksuperparamagnetickéé
– nanočástice, 1 až 10 nm
– orientují se 

v magn. poli

MagnetickMagnetickéé ččáásticestice

šširokirokáá šškkáála aplikacla aplikacíí zahrnujzahrnujííccíí::
– imunostanovení
– separace proteinů a buněk
– distribuce léčiv, oligonukleotidů
– magnetická hypertermie
– magnetické značení
– zobrazování při magnetické resonanci (MRI)

superparamagneticksuperparamagnetickéé materimateriáály na bly na báázi zi 
maghemitumaghemitu ((γγ--FeFe22OO33) a ) a magnetitumagnetitu (Fe(Fe33OO44))
– dobré magnetické vlastnosti, nízká toxicita
– žádané vlastnosti: uniformní tvar, definovaná krystalinita, 

monodispersnost, stabilita ve vodném prostředí, povrchové
funkční skupiny

– nanočástice nebo duté koule (vyšší magnetický moment)
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Metody pMetody přříípravypravy
depozice z plynndepozice z plynnéé ffáázeze
tepelný rozkladtepelný rozklad
– Fe(CO)5, Fe(oleát)2, Fe tris(acetylacetonát)

mikroemulznmikroemulzníí precipitaceprecipitace
sonochemicksonochemickáá syntsyntéézaza
hydrolytickhydrolytickéé postupypostupy
– zahřívání FeCl3.6H2O s hexamethylendiaminem a NaAc v glykolu 

(6 hod, 200 oC)
– vzniknou částice rovnou s -NH2 na povrchu

bakteribakteriáálnlníí (BMP) produkce(BMP) produkce
– vznikají potažené fosfolipidovou

vrstvou (magnetosomy)
povrchovpovrchováá funkcionalizacefunkcionalizace
– vrstvička zlata
– polymerní povlak s funkčními skupinami
– silanizace pomocí aminopropyltriethoxysilanu (APTES)
– elektrostatická adheze (přes polyaminový povlak)

100 nm

MagnMagn. . ččáástice v kapalinstice v kapaliněě
vliv vnvliv vněějjšíšího ho magnmagn. pole. pole
– uniformní pole částici otáčí - orientace dle jejího magn. dipólového

momentu, nedochází ale k jejímu translačnímu pohybu
– pouze gradient magn. pole způsobí translační pohyb

viskozitnviskozitníí efektyefekty
mezimeziččáásticovsticovéé magnetickmagnetickéé a elektrostaticka elektrostatickéé ssíílyly
– může docházet k agregaci až precipitaci
– el. odpuzování zabraňuje agregaci
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Separace bunSeparace buněěkk
ppřříímmáá metodametoda
– ligand imobilizovaný na povrchu mg. nanočástice (kolem 50 nm -

nezpůsobit mech. stres)
– přidá se ke vzorku, naváže se na povrch cílové buňky

nepnepřříímmáá metodametoda
– cílové buňky se označí ligandem, např. protilákou (biotinylovanou, …)
– vymyje se nadbytek ligandu (pokud možno)
– označené buňky se pak zachytí na modifikovaných mg. částicích

zzíískaný mg. komplex se zachytskaný mg. komplex se zachytíí mg. separmg. separáátoremtorem
pozitivnpozitivníí nebo negativnnebo negativníí izolaceizolace
– odseparují se cílové nebo balastní buňky

CCíílenlenáá distribuce (distribuce (magneticmagnetic targetingtargeting))
akumulace podaných lakumulace podaných láátek ve zvolentek ve zvolenéé ccíílovlovéé oblasti organismuoblasti organismu
injekce do cinjekce do céévy zvy záásobujsobujííccíí orgorgáánn
v pv přříítomnosti externtomnosti externíího mg. poleho mg. pole
– musí překonat lokální lineární toky odnášející nosič (0.05 až 10 cm/s, dle 

průřezu a rozvětvení cévního systému)
– dlouhodobé zadržení nosiče v daném místě (až 70%)
– lokální vysoká koncentrace uvolňované látky (až 8x)
– mnohem menší zatížení pro další části organismu než při systémové

aplikaci
termocitlivtermocitlivéé magnetoliposomymagnetoliposomy
– v cílovém místě se přenášená látka uvolní lokálním zahřátím pomocí

elmg. pole

HypertermieHypertermie prostprostřřednictvednictvíím magnetickm magnetickéé kapalinykapaliny
metoda likvidace nmetoda likvidace náádoru lokdoru lokáálnlníím zvým zvýššeneníím teploty na 42 am teploty na 42 ažž 46 46 ooCC
– sníží se viabilita buněk a ty jsou citlivější na chemoterapii a radiaci
– mg. subdoménové nanočástice se bioselektivně zachytí na povrch 

maligních buněk
– aplikace externího střídavého mg. pole generuje teplo mech. pohybem 
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KontrastnKontrastníí zobrazovzobrazováánníí
MRI, "MRI, "magneticmagnetic resonance resonance imagingimaging" " -- HH--NMR aplikovanNMR aplikovanéé na tkna tkáánněě
ppřři MRI je kontrast zobrazeni MRI je kontrast zobrazeníí ddůůsledkem rozdsledkem rozdíílných odezev rlných odezev růůzných zných 
tktkáánníí na aplikovanna aplikovanéé radiofrekvenradiofrekvenččnníí pulsypulsy
– hustota protonů a mg. relaxační časy dané chemickým složením
– zejména množství vody a lipidů

ppřříítomnost tomnost superparamagnetickýchsuperparamagnetických nanonanoččáásticstic (magnetit(magnetit--dextrandextran) ) 
v cv cíílovlovéém mm mííststěě velmi výraznvelmi výrazněě zvyzvyššuje kontrastuje kontrast
– více nanočástic vede k tmavšímu zobrazení, mění se rychlost relaxace 

protonů z excitovaného stavu
– např. zdravé buňky nanočástice přijmou, ty odumřelé či poškozené ne

sledovsledováánníí bunbuněěk znak značčených uvnitených uvnitřř umumííststěěnými mg. nými mg. nanonanoččáásticemisticemi in in 
vivovivo -- napnapřř. dodan. dodanéé bubuňňky kostnky kostníí ddřřeneněě, p, přříípadnpadněě v budoucnu v budoucnu 
kmenovkmenovéé bubuňňkyky

BioanalytickBioanalytickéé aplikaceaplikace

imunomagnetickimunomagnetickéé sensorysensory -- snadnsnadnáá regenerace citlivregenerace citlivéého povrchuho povrchu
– na povrchu vhodného převodníku jsou zachyceny (magnet, 

elektromagnet) mg. mikročástice s imobilizovanou protilátkou
– provede se imunostanovení, na konci se mg. částice uvolní a nahradí

novými
– vhodné zejména pro komplexní vzorky (potraviny, krev), které normálně

degradují imunorekogniční vrstvu

enzymovenzymovéé sensorysensory -- regenerace pregenerace přři stanoveni stanoveníí ireverzibilnireverzibilníích ch 
inhibitorinhibitorůů

analýza DNAanalýza DNA
– specifická extrakce cílové sekvence z komplexního materiálu
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EnzymovEnzymovéé znaznaččkyky
jedna molekula znajedna molekula značčky pky přři deteki detekččnníí enzymovenzymovéé reakci reakci 
konvertuje mnoho molekul substrkonvertuje mnoho molekul substráátutu
– chromogenní, fluorogenní nebo poskytující jiné detekovatelné

produkty
taktakžže je zde vyue je zde využžit jistý zesilovacit jistý zesilovacíí mechanismusmechanismus
nejbnejběžěžnněějjšíší vyuvyužžititíí je v bioanalytice je v bioanalytice -- vv imunochemických imunochemických 
techniktechnikáách typu ELISAch typu ELISA

ELISAELISA
enzyme linked immunosorbent assayenzyme linked immunosorbent assay““
enzymovenzymovéé konjugkonjugááty (ty („„tracerytracery““) slou) sloužžíí pro detekci vzniku pro detekci vzniku 
a mnoa množžstvstvíí imunokompleximunokomplexůů
enzymovenzymováá znaznaččka se zachytka se zachytíí vv komplexu na pevnkomplexu na pevnéé ffáázizi
– povrch zkumavky, mikrotitrační destičky, imunostripu

ppřřididáánníím substrm substráátovtovéé smsměěsi se vyvolsi se vyvoláá barevnbarevnáá zmzměěnana

enzymovenzymováá znaznaččkaka protilprotiláátkatka analyt analyt 

kkompetitiompetitivnvníí sendvisendviččovováá (v(víícevrstevncevrstevnáá))
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Vlastnosti enzymu vhodnVlastnosti enzymu vhodnéého pro znaho pro značčeneníí
dostatedostateččnněě vysokvysokáá aktivitaaktivita
– vysoké číslo přeměny

stabilitastabilita
snadnsnadnáá detekovatelnostdetekovatelnost
skupiny vhodnskupiny vhodnéé pro konjugacipro konjugaci
– konjugáty lze připravit mezi zvoleným enzymem a značenou 

komponentou
– výhodně lze používat univerzálně např. biotinylované enzymy

nebo protein A (G) - enzymové konjugáty

PeroxidasaPeroxidasa
zz kokořřenenůů kkřřenu (HRP, enu (HRP, „„horse radish peroxidasehorse radish peroxidase““, EC 1.11.1.7), EC 1.11.1.7)
malý (40 kDa) oxidoredukmalý (40 kDa) oxidoredukččnníí enzym senzym s hemem (protohem IX) hemem (protohem IX) 
vv aktivnaktivníím mm mííststěě, glykoprotein, katalyzuje oxidaci , glykoprotein, katalyzuje oxidaci šširokirokéé šškkáály ly 
substrsubstrááttůů pomocpomocíí peroxidu vodperoxidu vodííkuku (i MeOOH a EtOOH)(i MeOOH a EtOOH)
donory fenolickdonory fenolickéé povahy nebo aromatickpovahy nebo aromatickéé aminy, kteraminy, kteréé jsou bezbarvjsou bezbarvéé
(leukoformy) a po oxidaci vznikaj(leukoformy) a po oxidaci vznikajíí intenzintenzíívnvněě barevnbarevnéé produktyprodukty
pH optimum je 5 apH optimum je 5 ažž 7, 7, stabilita pstabilita přři pH 4 ai pH 4 ažž 1010
enzym je inhibovenzym je inhibováán mimo jinn mimo jinéé azidem, kyanidy a sulfidyazidem, kyanidy a sulfidy
mnoho isoenzymmnoho isoenzymůů, komer, komerččnněě dostupndostupnáá HRP CHRP C

peroxidasa ze sojových bobperoxidasa ze sojových bobůů (40 kDa) je termostabiln(40 kDa) je termostabilníí (do 90 (do 90 °°C) a C) a 
aktivnaktivníí vv šširokirokéém rozsahu pH 2 am rozsahu pH 2 ažž 1010
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Konjugace Konjugace peroxidasyperoxidasy
ppřři tvorbi tvorběě konjugkonjugááttůů se peroxidasa mse peroxidasa můžůže jednodue jednodušše sledovat a e sledovat a 
stanovovat na zstanovovat na záákladkladěě absorbance pabsorbance přři 403 nm (typicki 403 nm (typickéé pro pro 
hemoproteiny)hemoproteiny)
pompoměěr absorbancr absorbancíí ppřři 403 a 275 nm charakterizuje i 403 a 275 nm charakterizuje ččistotu enzymuistotu enzymu
– toto jednoduché stanovení komplikuje existence několika isoenzymů
– velmi kvalitní preparáty mají tuto hodnotu (R.Z., reinheitzahl) mezi 3 až

3.4, nemá to ale vazbu na aktivitu
reakce mohou vyureakce mohou využžíít t εε--aminoskupiny zbytkaminoskupiny zbytkůů lyzinu lyzinu –– ty jsou ale ty jsou ale 
pouze 2, copouze 2, cožž je velmi mje velmi máálolo
vyuvyužžíívajvajíí se sacharidovse sacharidovéé postrannpostranníí řřetetěězcezce
– snadno se aktivují pomocí oxidace jodistanem a tak se získají

aldehydové skupiny

ChromogennChromogenníí substrsubstrááty HRPty HRP
DHDH22 + H+ H22OO22 D + 2 HD + 2 H22OO
bezbarvýbezbarvý barevnýbarevný …… obecnobecnáá reakcereakce
ABTSABTS, 2,2, 2,2’’--azinoazino--bis(3bis(3--ethylbenzothiazolinethylbenzothiazolin--66--sulfonovsulfonováá kyselina)kyselina)

S

N

CH2

CH3

SO3

N
+

SO3S

H CH2

CH3

N N
N

+  

S
N N

CH2

CH3

H2O2

peroxidasa

- -

fenol    fenol    44--aminoantipyrinaminoantipyrin chinoniminchinonimin
(510 nm)(510 nm)

405 nm405 nm
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TMBTMB

3,33,3’’,5,5,5,5’’--tetramethylbenzidintetramethylbenzidin
– měří se při 620 až 650 nm v průběhu

reakce, nebo po zastavení kyselinou sírovou při 450 nm)

LuminogennLuminogenníí substrsubstrááty HRPty HRP
pro citlivou detekci HRP se poupro citlivou detekci HRP se použžíívváá luminolluminol
– 5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion

v nadbytku Hv nadbytku H22OO2 2 je intensita svje intensita svěětla (425 nm) tla (425 nm) úúmměěrnrnáá mnomnožžstvstvíí HRPHRP

zlepzlepššeneníí luminiscence (vyluminiscence (vyššíšší výtvýtěžěžek) ek) -- ppřříítomnost "enhancers" tomnost "enhancers" 
slouslouččenin enin -- pp--jodofenol, jodofenol, pp--fenylfenolfenylfenol
– nejde již o záblesk, ale o stabilnější světelný tok
– výsledek silně závisí na podmínkách reakce
– raději použít komerčně namíchané směsi

vyvyššíšší výtvýtěžěžek dek dáávváá
77--dimethylaminonaftalendimethylaminonaftalen--1,21,2--dikarboxyhydraziddikarboxyhydrazid

NH
NH

NH2

O

O

COO-

COO-

NH2

N2

*
+H2O2 +OH-

HRP -N2
hν + 3-aminoftalát

NH
NH

O

O

NH2
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AkridanovAkridanovéé luminogenyluminogeny
alternativnalternativníí substrsubstrááty pro HRPty pro HRP
emise pemise přři 435 nmi 435 nm

N
CH3

O O
FF

F

N
H

O

 

N
+

CH3

O O
FF

F

FF

F

OH

CO2

+ H2O2

*

hν
PSPS--33

(akridan(akridan)

(akridinium(akridinium)

AlkalickAlkalickáá fosfatasafosfatasa
katalyzuje katalyzuje ššttěěpenpeníí orthoortho--esteresterůů kyseliny fosforekyseliny fosforeččnnéé vv zzáásaditsaditéé oblasti oblasti 
pH (AP, EC 3.1.3.1)pH (AP, EC 3.1.3.1)
řřada isoenzymada isoenzymůů, pou, použžíívváá se enzym izolovaný zse enzym izolovaný z mukosy telecmukosy telecíích stch střřevev
– CIAP, 140 kDa dimer, 2 Zn2+ na podjednotku, vysoké číslo přeměny 3500 

s-1 při reakci kolem pH 9,8 (pH optimum je 8 až 10)
– aktivována aminoalkoholy (diethanolamin, Tris)

uchovuchováávváá se lyofilizovanse lyofilizovanáá nebo vnebo v 3 M NaCl3 M NaCl
– nesnáší kyselé prostředí
– poškozuje ji opakované

zmrazování / rozmrazování
relativnrelativněě dobdobřře sne snášíáší vyvyššíšší
teplotyteploty
– např. v průběhu hybridizace
– značka při detekci nukleových

kyselin
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Konjugace ALPKonjugace ALP
ppřřííprava konjugprava konjugááttůů nenneníí snadnsnadnáá a a ččasto dochasto docháázzíí ke ztrke ztrááttáám aktivitym aktivity
pomocpomocíí glutaraldehydu nebo lglutaraldehydu nebo léépe pe 
heterobifunkheterobifunkččnníími mi ččinidly SMCC a SPDP inidly SMCC a SPDP 
– je dobré provádět konjugaci ve fosfátovém pufru, který chrání aktivní

místo jako reverzibilní inhibitor
komerkomerččnněě dostupndostupnáá je ALP s maleimidem (EZje ALP s maleimidem (EZ--link od Pierce):link od Pierce):

protilprotiláátky se redukujtky se redukujíí merkaptoethanolem a po dialyse lze provmerkaptoethanolem a po dialyse lze provéést st 
konjugacikonjugaci
pro zavedenpro zavedeníí --SH slouSH sloužžíí SATASATA

MMěřěřeneníí aktivityaktivity
pp--nitrofenylfosfnitrofenylfosfáátt (PNPP, 405 nm),(PNPP, 405 nm),
hydrolýzou vznikhydrolýzou vznikáá nitrofenolnitrofenol
– intenzivně žlutý v alkalickém prostředí

od fluoresceinu - fluoresceindifosffluoresceindifosfáátt
44--MUP MUP (methylumbelliferylfosfát)
luminogennluminogenníí substrsubstráát t -- Lumigen PPDLumigen PPD
– chloro-4-methoxy-4-(3-fosfátophenyl)spiro[1,2-dioxetan-3,2'-adamantan])
– patří do skupiny dioxetanových luminogenů
– substibuce halegenem v adamantanovém skeletu zlepšuje citlivost 

detekce (už 600 molekul ALP, zeptomoly)
– 477 až (dle enhanceru) 620 nm

O O
O CH3

O P O
OH

OH

O CH3

OH

O

Cl

O
+ H2O

+ Pi + hν

O

O

O

OO PP OO

OH
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OH
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ClCl
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H
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H2O - Pi

-2e-
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55--bromobromo--44--chlorochloro--indolylfosfindolylfosfáát (BCIP)t (BCIP)

hydrolytickou reakchydrolytickou reakcíí vznikvznikáá indoxyl, který po oxidaci (napindoxyl, který po oxidaci (napřř. . 
tetrazolium) ptetrazolium) přřechecháázzíí na modrna modréé nerozpustnnerozpustnéé indigoindigo

BCIPBCIP

indoxylindoxyl

indigoindigo

GalaktosidasaGalaktosidasa
ββ--galaktosidasa (galaktosidasa (ββGal, EC 3.2.1.23) je velký enzym (540 kDa, 4 Gal, EC 3.2.1.23) je velký enzym (540 kDa, 4 
podjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivovpodjednotky po 135 kDa) a je tedy snadno inaktivováánn
katalyzuje hydrolýzu galaktosidkatalyzuje hydrolýzu galaktosidůů, pI 4,6, pH optimum m, pI 4,6, pH optimum máá 7 a7 ažž 7,5 7,5 
(enzym z(enzym z Escherichia coliEscherichia coli))
mmáá dostatek sulfhydrylových skupin pro konjugadostatek sulfhydrylových skupin pro konjugaččnníí reakce, takreakce, takžže lze e lze 
jednodujednodušše spojit se spojit s protilprotiláátkami aktivovanými ptkami aktivovanými přředem SMCCedem SMCC
chromogen. substrchromogen. substráátem je ONPGtem je ONPG
– o-nitrofenyl-β-D-galaktopyranosid
– v hydrolytické reakci nitrofenol

Xgal produkuje indigoXgal produkuje indigo

OOH

OH

OH

OH

O

O2N

ONPG
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Gal jako reporter genovGal jako reporter genovéé expreseexprese

enzymenzym mmůžůže být rozde být rozděělen na dva len na dva peptidpeptidyy LacZLacZαα a LacZa LacZΩΩ
– samy o sobě nemají aktivitu
– ale spontánně se spojí do funkčního enzymu

vyuvyužžíívváá se v mnoha klonovacse v mnoha klonovacíích vektorech pro dosach vektorech pro dosažženeníí αα--
komplementace u specikomplementace u speciáálnlníích lab. kmench lab. kmenůů E. coliE. coli
– malý LacZα peptid je kodován v plasmidu
– velký LacZΩ je kodován bakteriálním chromosomem
– když se DNA fragment vpraví do vektoru a produkce LacZα se přeruší, 

ztratí se β-galaktosidasová aktivita
– základem pro modro/bílý screening rekombinantních klonů

Glukosa oxidasaGlukosa oxidasa
((ββ--DD--glukglukososa:Oa:O22--11--oxidoreduktoxidoreduktasasa, EC 1.1.3.4, GOD)a, EC 1.1.3.4, GOD)
dostupndostupnáá z plz plíísnsníí Aspergillus nigerAspergillus niger nebo nebo Penicillinum notatumPenicillinum notatum
160 kDa, dimer se dv160 kDa, dimer se dvěěma FAD kovalentnma FAD kovalentněě vváázanými na podjednotkyzanými na podjednotky
obsahuje asi 16% glykosylových zbytkobsahuje asi 16% glykosylových zbytkůů
specifickspecifickáá aktivita preparaktivita preparááttůů ppřřesahuje 200 IU/mgesahuje 200 IU/mg
velmi stabilnvelmi stabilníí
v imunostanovenv imunostanoveníích ch ččasto "spolupracuje" s HRP, pro kterou asto "spolupracuje" s HRP, pro kterou 
generuje peroxid vodgeneruje peroxid vodííku oxidacku oxidacíí glukosyglukosy
– tunelovací stanovení, imunosensory
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UreasaUreasa

substrsubstráátem je motem je moččovinaovina
– změna pH vyvolaná hydrolysou, měří se
– pomocí indikátoru bromkresolová modř při 588 nm
– potenciometricky (light addressable potenciometric sensor, na 

bázi pH ISFETu) - pro imunosensory

LakasaLakasa
z choroz chorošše e Coriolus hirsutusCoriolus hirsutus, Cu, Cu--dependentndependentníí 1,41,4--benzendiol oxidasa benzendiol oxidasa 
(EC 1.10.3.2)(EC 1.10.3.2)
oxiduje fenolickoxiduje fenolickéé substrsubstrááty pomocty pomocíí kyslkyslííkuku
– alternativa k peroxidase
– menší problémy s dlouhodobou stabilitou substrátové směsi
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AcetylcholinesterasaAcetylcholinesterasa
vysokvysokéé ččííslo pslo přřememěěny (10ny (1055 ss--11))
z elektrickz elektrickéého ho úúhohořřee
vysokvysokáá citlivost stanovencitlivost stanoveníí
substrsubstráát acetylthiocholin a DTNBt acetylthiocholin a DTNB
– dithiobis(nitrobenzoová kyselina),

Ellmanovo činidlo
– poskytuje žluté zbarvení

LuciferasyLuciferasy
patpatřříí mezi oxygenasy, mezi oxygenasy, ššttěěppíí substrsubstráát t luciferin za luciferin za úúččasti ATPasti ATP
– meziproduktem je luciferyladenylát, ten je poté oxidován
– luciferin-4-monooxygenasa, 61 kDa, 550 aa
– dochází k emisi světla při 560 nm (žlutozelené světlo), výtěžek asi 0.88 !

zdrojem svzdrojem svěětlutlušškaka ((fireflyfirefly, , PhotinusPhotinus pyralispyralis), (), (EC EC 1.13.12.7)1.13.12.7)

N

S

S

N

OH

H

COOH N

S

S

N

OH O
ATP, O2, Mg2+

+ AMP + PiPi + hν
+ CO2 + H2O
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Reakce luciferasyReakce luciferasy
kroky I a II jsou enzymovkroky I a II jsou enzymovéé (ligace a oxygenace)(ligace a oxygenace)

Luciferasa z Luciferasa z RenillaRenilla
momořřskskáá sasanka ("sea pansy",sasanka ("sea pansy",
Renilla reniformis) Renilla reniformis) svsvííttíí ppřři dri dráážždděěnníí
emituje modremituje modréé svsvěětlo 480 nm, ptlo 480 nm, přřenosemenosem
na GFP vznikna GFP vznikáá zelenzelenéé zzáářřeneníí
36 kDa monomer36 kDa monomer
luciferinem je luciferinem je coelenterazincoelenterazin

N
H

OH

N N

O OH

N
H

OH

N NH

OH
O

O2
+ CO2  +  hν
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Luciferasa z broukLuciferasa z broukůů
zdrojem je "clickzdrojem je "click--beetle", beetle", Pyrophorus plagiophthalamusPyrophorus plagiophthalamus
rrůůznznéé enzymy emitujenzymy emitujííccíí od 544 do 593 nm (zelenod 544 do 593 nm (zeleněě aažž oranoranžžovověě))
– byly geneticky upraveny pro emisi při 611 nm a 544 nm
– lucRD červená emise ("Chroma-Glo"¨), lucGR zelená emise

(nebo CBRluc, CBGluc)

Luciferasa z bakteriLuciferasa z bakteriíí

momořřskskéé bakterie bakterie -- luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8, luciferasa (EC 1.14.14.3) oxiduje aldehydy (>C8, 
dekanal, tetradekanal)dekanal, tetradekanal)
– Vibrio fischeri, Vibrio harveyi, Photobacterium phosphoreum

nemajnemajíí význam pro pouvýznam pro použžititíí v eukaryotických buv eukaryotických buňňkkáách, pouze u ch, pouze u 
prokaryotprokaryot

NAD(P)H + FMN + H+                                           NAD(P)+ + FMNH2 
 
FMNH2 + R-CHO + O2                         FMN + R-COOH + H2O + hν 

NADH oxidoreduktasa 
 
Luciferasa 
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Geneticky upravenGeneticky upravenéé luciferasyluciferasy
svsvěětlutlušškyky::
– luc nativní varianta, luc+ "enhanced", zvýšená luminiscence (vyšší

svítivost) - vyžadují zlyzování buněk před přidáním substrátů
– hluc+ optimalizované kodony pro expresi v savčích buňkách, svítí déle, 

poločas přes 5 hod, "Steady-Glo", hlucP+ zkrácená stabilita uvnitř buňky, 
poločas 30 min, "Bright-Glo", hlucCP+ velmi krátká živostnost - svítí
přímo v buněčné kultuře, vhodné pro mikrodestičkový formát

– nahrazení C-terminální sekvence Ser-Lys-Leu cílové pro peroxisomy za 
Ile-Ala-Val

u u RenillaRenilla obdobnobdobnéé: R: Rlucluc, hR, hRlucluc, hR, hRluclucP, hRP, hRluclucCP, nemCP, nemáá CC--term. term. 
ccíílovou sekvencilovou sekvenci
"Dual"Dual--Luciferase" Luciferase" -- poupoužžijijíí se oba typy luciferas, lyze bunse oba typy luciferas, lyze buněěk, dva k, dva 
substrsubstrááty, postupnty, postupnéé mměřěřeneníí emiseemise
– "Dual-Glo" - stejné, ale přímo v buněčné kultuře

optimalizace kodonoptimalizace kodonůů pro dobrou expresi v savpro dobrou expresi v savččíích buch buňňkkááchch
odstranodstraněěnníí skrytých ("cryptic") regulaskrytých ("cryptic") regulaččnníích a potencich a potenciáálnlníích ch 
sestsestřřihových sekvencihových sekvencíí
www.promega.comwww.promega.com

VylepVylepššenenéé luciferasyluciferasy
z z lucluc+ na + na lucluc2 2 -- mnohemmnohem
vyvyššíšší expreseexprese
odstranodstraněěnníí konsensukonsensuáálnlnííchch
sekvencsekvencíí pro vazbu transkr.pro vazbu transkr.
faktorfaktorůů -- vyvyššíšší specifitaspecifita



113

Reportery genovReportery genovéé expreseexprese
molekul luciferasy je pro zobrazenmolekul luciferasy je pro zobrazeníí potpotřřeba mnohem meba mnohem méénněě nenežž napnapřř. . 
GFP (musGFP (musíí mmíít silnt silněějjšíší promotor, je velmi stabilnpromotor, je velmi stabilníí))
– rychlejší metabolismus (začlenění sekvence pro degradaci - PEST, Pro-

Glu-Ser-Thr)
– lepší pro zobrazení dynamiky exprese
– efektorová specifita, uniformní a

optimální exprese v hostitelských buňkách

zobrazenzobrazeníí žžáádandanéé bunbuněčěčnnéé linie po linie po úúspspěěššnnéé transfekcitransfekci
– hledání a studium účinku nových léčiv
– efekty cizorodých látek na buněčné procesy

identifikace interagujidentifikace interagujííccíích proteinch proteinůů
– společně spustí přepis reporterového genu

interakce a vzdinterakce a vzdáálenosti biomolekul lenosti biomolekul -- BRETBRET
– fúze studovaného proteinu s luciferasou

(Rluc) a druhého partnera s vhodným
fluoroforem (GFP)

Luciferasový reporterový vektor pGL4Luciferasový reporterový vektor pGL4
pro ppro přřenos reporterovenos reporterovéého genu do hostitelských bunho genu do hostitelských buněěk, obsahuje:k, obsahuje:
– promotorové sekvence (HSV-TK, SV-40, CMV)
– savčí selekční sekvence (Hygr - resistence k hygromycinu)
– poly(A) úseky
– klonovací místa
– luc gen (dle volby), 

• luc2 nebo 
RlucNeo
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PPřřehled dostupných vektorehled dostupných vektorůů

BRETBRET
bioluminiscence resonance energy transferbioluminiscence resonance energy transfer
– neradiační přenos energie z luminiscentního donoru na fluorescentní

akceptor
– vyskytuje se také in vivo (rod Renilla obsahuje luciferasu emitující modré

světlo, BRET přenosem na GFP se ale mění na zelené
– účinnost BRET se stanovuje jako poměr intenzit emise akceptoru a emise 

donoru - eliminují se tak vlivy techniky měření, počtu buněk, prostředí
aplikace in vivo aplikace in vivo -- studium interagujstudium interagujííccíích biomolekulch biomolekul
– jeden z partnerů se na úrovni DNA sfúzuje s genem luciferasy (rluc), 

druhý partner pak s genem GFP
výhodyvýhody
– není problém s fotorozkladem
– lze studovat buňky citlivé na světlo, případně buňky s vysokou 

přirozenou autofluorescencí
ppřři sterických probli sterických probléémech lze poumech lze použžíít velmi malou luciferasu z rodu t velmi malou luciferasu z rodu 
GaussiaGaussia (20 kDa)(20 kDa)
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Bioluminiscence vs. fluorescenceBioluminiscence vs. fluorescence

FF -- vysoký jas, excitovanvysoký jas, excitovanéé stavy mohou vznikat rychle dstavy mohou vznikat rychle dííky masky masíívnvníímu mu 
excitaexcitaččnníímu zmu záářřeneníí (napumpov(napumpováánníí energie)energie)
– ale zvyšuje se i signál pozadí, rozhoduje poměr signál/šum
– detektory nerozliší excitační a emitované fotony (geometrická

diskriminace ani filtry nejsou 100% účinné)
– emitují i nežádoucí fluorofory přítomné v komplexním biomateriálu
– uplatní se při zobrazování detailů - rozhraní, kdy S/N nemá takový vliv
– mikroskopie, cytometrie, kdy stejně optická konstrukce limituje citlivost 

detektoru

BLBL -- ninižžšíší intenzita svintenzita svěětla, ale soutla, ale souččasnasněě prakticky nulovprakticky nulovéé pozadpozadíí
– uplatní se při "větších" vzorcích, kdy je pouze jednoduchá optika (žádné

filtry) a detekce fotonů je tedy efektivnější (detektor blíže vzorku)
– stanovení ve zkumavkách, v mikrodestičkách, detaily u větších organismů

(myši, …)
– široká lineární oblast (6 až 8 koncentračních řádů)
– při bioanalytických stanoveních dosahuje 10 až 1000x vyšší citlivosti a 

limity detekce (10-20 mol, cca 104 molekul/vzorek, několik molekul v buňce)
– luminofor je chráněn při emisi uvnitř bílkovinného obalu

AcetAcetáátkinasatkinasa

jako znajako značčka pro vysoce citlivka pro vysoce citliváá imunostanovenimunostanoveníí
generuje ATP z acetylfosfgeneruje ATP z acetylfosfáátu a ADPtu a ADP
vzniklvznikléé ATP se pak pouATP se pak použžije pro vyvolije pro vyvoláánníí bioluminiscence bioluminiscence 
luciferinu s luciferasouluciferinu s luciferasou
citlivost acitlivost ažž 1010--2222 molmol
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Imobilizace Imobilizace biomolekulbiomolekul vv afinitnafinitníí
chromatografiichromatografii

separaseparaččnníí postupy vyupostupy využžíívajvajííccíí vysokou vysokou specifituspecifitu
bioafinitnbioafinitnííchch interakcinterakcíí -- afinitnafinitníí chromatografiechromatografie
momožžnost opakovannost opakovanéého pouho použžititíí biomolekulbiomolekul -- snsníížženeníí
pracovnpracovníích nch náákladkladůů
– imobilizované enzymové reaktory

AfinitnAfinitníí chromatografiechromatografie
separace separace biomolekulbiomolekul na zna záákladkladěě reversibilnreversibilníí interakce s interakce s ligandemligandem
imobilizovaným na vhodnimobilizovaným na vhodnéém nosim nosiččii
ekvilibraceekvilibrace matrice ve vazebnmatrice ve vazebnéém m pufrupufru

nanesennaneseníí vzorku za podmvzorku za podmíínek, kternek, kteréé jsoujsou
vhodnvhodnéé pro vznik afinitnpro vznik afinitníího komplexu,ho komplexu,
vymytvymytíí nenavnenaváázaných slozaných složžek vzorkuek vzorku

uvolnuvolněěnníí biomolekulybiomolekuly zmzměěnou podmnou podmííneknek
– přidání volného kompetujícího ligandu
– změna pH, iontové síly, polarity, …
– biomolekula se získá v čisté podobě a 

v zakoncentrovaném stavu

reekvilibracereekvilibrace nosinosičče s vazebným e s vazebným pufrempufrem
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PrPrůůbběěh afinitnh afinitníí separaceseparace

NosiNosičče (bio)e (bio)ligandligandůů
ve vodve voděě nerozpustnnerozpustnéé materimateriáály obvykle sfly obvykle sféérickrickéého tvaruho tvaru
– kuličky "beads"
– gelové materiály
– membránové separační techniky
– monolitické materiály
– magnetické nosiče

vv zzáásadsaděě lze plze přřipravit vlastnipravit vlastníí materimateriáály, je vhodnly, je vhodněějjšíší
poupoužžíívat komervat komerččnněě dostupndostupnéé matricematrice
– výrobci poskytují materiály dostatečně reprodukovatelné
– charakterizující informace, bohatá firemní literatura
– doporučené postupy imobilizace

povrchovpovrchovéé reaktivnreaktivníí nebo nebo derivatizovatelnderivatizovatelnéé skupinyskupiny
– obvykle nejčastěji hydroxyly - dobře se aktivují, vykazují nízkou 

nespecifickou adsorbci
– aminy, karboxyskupiny - snadná vazba biomolekul, ale vyšší podíl 

nespecifických interakcí (mohou nést náboj)
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MechanickMechanickéé parametry nosiparametry nosičůčů
mechanickmechanickáá a chemicka chemickáá stabilita nosistabilita nosičče me můžůže být aktivae být aktivaččnníími mi 
reakcemi negativnreakcemi negativněě ovlivnovlivněěnana
mechanickmechanickéé parametryparametry
– ovlivňují možnost použití vysokých tlaků a rychlých průtoků
– rigidní nosiče na bázi skla a silikátů či zesíťovaných polymerů
– měkké gelovité nosiče jsou málo odolné a nemusí snášet ani míchání při 

derivatizaci
chemickchemickáá odolnostodolnost
– vhodná pro použití různých typů solventů
– možnost pracovat v širším rozsahu pH mezi 3 až 11

odolnost vodolnost vůčůči mikroorganismi mikroorganismůůmm
– uchovávání v chladu, přidání konzervační bakteriocidních činidel (azid)

PrPrůůtotoččnnéé vlastnostivlastnosti

dobrý prdobrý průůtok ptok přřes daný nosies daný nosičč zzáávisvisíí na prna průůmměěru pouru použžitých itých ččáásticstic
– pro běžné účely v laboratoři vyhovuje asi 100 µm
– přesná definice průměru není pro afinitní techniky až tak kritická jako pro 

jiné druhy chromatografických separací
– typický rozsah pro Sepharosu CL-6B je 45 až 160 µm
– pohyb kapaliny přes sloupec mohou komplikovat jemné fragmenty 

vznikající mechanickým poškozením částic např. při intenzívním míchání
velikost velikost ččáástic spolestic společčnněě ss porozitouporozitou samozsamozřřejmejměě ovlivovlivňňujujíí kapacitu kapacitu 
ppřřipravenipravenéého sloupceho sloupce
– vzrůstá pro menší částice
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VazebnVazebnáá kapacita nosikapacita nosiččee
ududáávváá mnomnožžstvstvíí ccíílovlovéé molekuly navmolekuly naváázanzanéé na jednotku nosina jednotku nosiččee
teoretickteoretickáá vs. praktickvs. praktickáá
– vhodnější je vztahovat tento údaj na nosič při reálném použití, tedy ne 

v suchém, ale v nabobtnalém stavu
– často se může výsledná kapacita např. pro protein výrazně odlišovat od 

udávaného množství reaktivních skupin pro imobilizaci ligandu (výrobci 
počítají s malou molekulou …)

– dostupnost molekul ligandu na povrchu a uvnitř v pórech matrice
– roli hraje také vzdálenost mezi povrchem matrice a ligandem
– spojovací můstková část ("spacer" nebo "linker"), jeho délka může 

výrazně ovlivnit probíhající afinitní interakci

NespecifickNespecifickéé interakceinterakce
nespecificknespecifickáá vazbavazba balastnbalastníích molekul vch molekul v separovanseparovanéém roztoku m roztoku 
probprobííhajhajíí na bna báázi iontových nebo hydrofobnzi iontových nebo hydrofobníích vazebch vazeb
proces lze ovlivnitproces lze ovlivnit
– složením pracovních pufrů
– promývacími kroky
– také volbou teploty

obvykle nelze zcela vylouobvykle nelze zcela vylouččit oba typy ruit oba typy ruššivých vazebivých vazeb
rrůůznznéé typy matric vtypy matric vžždy vykazujdy vykazujíí zbytkovzbytkovéé interakceinterakce
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Volba nosiVolba nosiččee
kombinace výkombinace výšše zme zmíínněěných parametrných parametrůů
cena a dostupnost dancena a dostupnost danéého materiho materiáálulu
ppřředchozedchozíí zkuzkuššenostienosti

Postup modifikacePostup modifikace
nosinosičč
nosinosičč s aktivns aktivníími skupinamimi skupinami
imobilizace imobilizace bioligandubioligandu
blokovblokováánníí zbylých aktivnzbylých aktivníích mch míístst
– glycin, ethanolamin, glycerol
– hydrolysa při zvýšeném pH

volba pracovnvolba pracovníího uspoho uspořřááddáánníí
– naplnění do kolony, …

ZpZpůůsob vazby sob vazby liganduligandu
vliv vzdvliv vzdáálenosti lenosti liganduligandu od povrchu nosiod povrchu nosičče e -- ovlivnovlivníí se dse déélkou lkou 
spojovacspojovacíího mho můůstku stku -- ""linkerlinker", "", "spacerspacer armarm""
– je potřebný pro ligandy menší než asi 1 kDa
– příliš krátký - biomolekula ligand neváže efektivně, sterické zábrany 

vzniku pevného biokomplexu
– příliš dlouhý - balastní biomolekuly s ním mohou reagovat nespecificky
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SilikagelSilikagel
""silicasilica", SiO", SiO22 x Hx H22O, voda chemicky vO, voda chemicky váázanzanáá v nestechiometrickv nestechiometrickéém m 
pompoměěru, obsahuje vazbyru, obsahuje vazby
– siloxanové (Si-O-Si)
– silanolové (Si-OH)

amorfnamorfníí struktura, výbornstruktura, výbornáá mechanickmechanickáá stabilita stabilita -- vysokvysokéé tlakytlaky
omezenomezenáá pHpH stabilita (mezi 2 a 8)stabilita (mezi 2 a 8)
nnááchylný na nespecifickchylný na nespecifickéé interakceinterakce
povrchovpovrchovéé silanolovsilanolovéé skupiny (Siskupiny (Si--OH) se musOH) se musíí aktivovataktivovat, , napnapřř. . 
silanizacsilanizacíí

PoresnPoresníí sklosklo
CPG, "CPG, "controlledcontrolled porepore glassglass" stejn" stejněě jako obdobnjako obdobnéé anorganickanorganickéé
siliksilikááty, ty, aluminaalumina a zeolity vynikaja zeolity vynikajíí ppřředevedevšíším výbornými m výbornými 
mechanickými vlastnostmimechanickými vlastnostmi
– pro techniky pracující s vysokými tlaky
– poměrně křehké, při aktivacích raději jemně třepat a nemíchat
– při výměně roztoků je dobré používat vakuum, aby se odstranily bublinky 

zachycené v pórech
ppřříípravaprava -- borosilikborosilikáátovtovéé sklo se zahsklo se zahřřeje eje -- dojde k separaci dojde k separaci borboráátovtovéé a a 
siliksilikáátovtovéé ffááze, borze, borááty se odstranty se odstraníí vylouhovvylouhováánníím, vzniknou uniformnm, vzniknou uniformníí
ppóóryry
chemickchemickáá stabilitastabilita
– toleruje dobře kyselé pH
– v alkalické oblasti nad pH 8 se rychle degraduje

pro modifikace se vyupro modifikace se využžíívváá silanizacesilanizace
komerkomerččnněě dostupndostupnéé jsou jsou aminovanaminovanéé CPG i jinCPG i jinéé derivderiváátyty
nníízkzkáá nespecificknespecifickáá adsorpce adsorpce biomolekulbiomolekul
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CPGCPG

vysoký povrch uvnitvysoký povrch uvnitřř ppóórrůů
velikosti velikosti ččáástic:stic:
– grade A: 80/120 mesh, 125–177 µm
– grade B: 120/200 mesh, 74 – 125 µm
– grade C: 200/400 mesh, 37 – 74 µm

2525100100
1313200200
99300300

75753535
1501501717
3403407.57.5

PlochaPlocha
(m(m22/g)/g)

PrPrůůmměěr pr póórrůů
(nm)(nm)

SilanizaceSilanizace
aktivace aktivace inertninertnííchch povrchpovrchůů pokrytých vrstvou oxidu (sklo, pokrytých vrstvou oxidu (sklo, siliksilikáátyty, , 
slslíída, oxidy da, oxidy kovkovůů))
– v hydratovaném stavu obsahuje hydroxylové skupiny, např. Si-OH, 

silanolový zbytek
reakcreakcíí se se silansilany vzniky vznikáá spontspontáánnnněě uspouspořřáádandanáá vrstvavrstva
– obvykle několik vrstev, ne monovrstva
– nepoužívají se organické halogenované silany (jsou příliš reaktivní a 

žádná další skupina už by nezbyla), ale méně reaktivní alkoxyderiváty
silanizacsilanizacíí se na povrch modifikovanse na povrch modifikovanéého nosiho nosičče zavedou vhodne zavedou vhodnéé
reaktivnreaktivníí skupiny Xskupiny X

| OH

| OH

Si
OR

OR
RO X

| O Si

| O Si

O

X

X
O

O

| |

ROH
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SilanizaSilanizaččnníí ččinidlainidlaaaminosilanminosilanyy
– APTES

(3-aminopropyl)-triethoxysilan
APDEMS
(3-aminopropyl)-diethoxy-methylsilan
APMES
(3-aminopropyl)-dimethyl-ethoxysilan,
monofunkční - vede ke vzniku monovrstvy

gglycidoxysilanlycidoxysilanyy
– GOPS

glycidoxypropyl-trimethoxysilan
– GPMES

(3-glycidoxypropyl)-dimethyl-ethoxysilan

mmererkkaptosilanaptosilanyy
– MPTS

(3-merkaptopropyl)-trimethoxysilan
– MPDMS

(3-merkaptopropyl)-methyl-dimethoxysilan

daldalšíší ččinidlainidla
– MPS

(3-trimethoxysilylpropyl)methakrylát

(CH3CH2O)3Si (CH2)3-NH2

Si (CH2)3-SHCH3

OCH2CH3

OCH2CH3

Si (CH2)3-NH2CH3CH2O
CH3

CH3

Si (CH2)3-NH2CH3

OCH2CH3

OCH2CH3

CH2C
H

O

SiCH3CH2O
CH3

CH3

C
H2

CH2C
H

O

C
H2

(CH3O)3Si

(CH3O)3Si (CH2)3-SH

(CH3CH2O)3Si (CH2)3-O
O

CH2

CH3

SilanizaSilanizaččnníí reakcereakce
lze provádět z organické fáze
– 10% roztok silanu v toluenu, v něm se daný povrch refluxuje 12 až 24 

hod, po promytí toluenem či acetonem a vysušení se dále zahřívá 2 až 4 
hod při 110 oC

z vodné fáze se dosáhne menší vazebná kapacita, ale vrstva je 
stabilnější při použití ve vodném prostředí
– povrch se hydratuje 30 min povařením ve vodě
– zahřívá 3 až 4 hod při 75 oC v 10% vodném roztoku silanu, pH 4
– po usušení se zahřívá přes noc při 110 oC

odpařovací nanesení je nejjednodušší
– povrch se inkubuje 1 hod v 1% roztoku silanu v acetonu
– po opláchnutí acetonem a vysušení se zahřívá 1 hod při 110 oC

nanášení silanu z vodné fáze nebo z polárních rozpouštědel vede ke 
tvorbě složitějších struktur (4 až 5 vrstev silanu)
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AgarosaAgarosa ((SepharosaSepharosa))

polysacharid tvopolysacharid tvořřen zen z DD--galaktosy a galaktosy a 
33--anhydrogalaktosyanhydrogalaktosy
polypoly--{{ββ--1,31,3--DD--galaktosagalaktosa--αα--1,41,4--(3,6(3,6--anhydro)anhydro)--
--LL--galaktosagalaktosa}}
sekundsekundáárnrníí a prima primáárnrníí struktura je struktura je 
komplexnkomplexníí, vl, vlááknitknitáá ss ppřříítomnými ptomnými póóryry
ppřřirozenirozenáá je mechanicky labilnje mechanicky labilníí
((zahzahřřááttíímm nad 40 nad 40 ººC se rozpouC se rozpouššttíí))
– modifikuje se zesíťováním pomocí epichlorhydrinu nebo 

divinylsulfonu
– ztratí se tím část využitelných hydroxylových skupin
– zesítěná je relativně stabilní (rozpouštědla mísitelná s vodou, pH 3 

až 14),
– neměla by se nechat vyschnout

O

OHO
CH2OH

OH

OH

O
O

O

CH2

O

SepharosaSepharosa
nejbnejběžěžnněějjšíší je je SepharosaSepharosa CLCL--6B6B
– zavedená firmou Pharmacia (Amersham Biosciences, dnes GE 

Healthcare)
– CL = „crosslinked“, 6B = 6% „beaded“ agarose
– póry dostatečné pro biomolekuly do 1 MDa, varianty 2B a 4B do 10 MDa
– nosič dodávají i firmy BioRad jako Bio-Gel A a IBF jako Ultrogel

pro aktivaci vhodnpro aktivaci vhodnéé metody zammetody zaměřěřenenéé na hydroxylovna hydroxylovéé skupinyskupiny

Forma (částice vesměs 90 µm)SepharoseSepharose

4% agarose4B

6% agarose6B

4% cross-linked agaroseCL-4B

6% cross-linked agaroseCL-6B

4% highly cross-linked agarose4 Fast Flow

6% highly cross-linked agarose6 Fast Flow

6% highly cross-linked agarose (34 
µm)

High Performance
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PreaktivovanPreaktivovanéé SepharosySepharosy

4-atom. hydrofilní pro reversibilní vazbu 
proteinů a thiolovaných ligandů. 
Reaguje i s těžkými kovy, alkyl- a 
arylhalogenidy a dává adiční reakce s 
C=O, C=C a N=N vazbami

Thiopropyl Sepharose 6B

10-atom. můstek pro reversibilní vazbu 
přes volné thioskupiny

Activated Thiol Sepharose 4B

12-atom. hydrofil. můstek, přes -OH,
-NH2 nebo -SH skupiny

Epoxy-activated Sepharose 6B

9-atom. můstek, přes -COOHECH Sepharose 4B

10-atom. můstek, přes -NH2EAH Sepharose 4B

vazba primárních -NH2 skupinCNBr-activated Sepharose 4 Fast Flow

viz výšeNHS-activated Sepharose 4 Fast Flow

12-atom. hydrofil. můstek, přes -NH2NHS-activated Sepharose High 
Performance

PreaktivovanPreaktivovanéé SepharosySepharosy
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Aktivace Aktivace --OH v sacharidových matricOH v sacharidových matricííchch

epoxyskupinyepoxyskupiny ((bisoxiranbisoxiran, , epichlorhydrinepichlorhydrin))
bromkyanovbromkyanováá metodametoda
divinylsulfondivinylsulfon

sulfonylchloridysulfonylchloridy
– tosylchlorid = p-toluensulfonylchlorid
– tresylchlorid = 2,2,2-trifluorethansulfonylchlorid

| OH

CH2=CH-SO2-CH=CH2

| O-CH2-CH2-SO2-CH=CH2

R-NH2

| O-CH2-CH2-SO2-CH2-CH2-NH-R

(R-OH, R-SH)

| OH | O-SO2-CH2CF3

R-NH2

| NH-R

Cl-SO2-CH2CF3 HO-SO2-CH2CF3

Cl-SO2 CH3 tosylchloridtosylchlorid

tresylchloridtresylchlorid

SrovnSrovnáánníí reakreakččnníích parametrch parametrůů
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MnoMnožžstvstvíí navazovannavazovanéého ho liganduligandu --
kolik ho poukolik ho použžíít?t?

kdykdyžž ho mho mááme dostatekme dostatek
– 10 až 100x molární přebytek vůči přítomným reaktivním skupinám

malmaléé biomolekulybiomolekuly
– 1 až 20 µmol na 1 ml media (2 µmol typicky)

proteinovproteinovéé ligandyligandy
– 5 až 10 mg na 1 ml media

protilprotiláátkytky
– 5 mg proteinu na 1 ml media

velmi slabvelmi slaběě interagujinteragujííccíí systemysystemy
– co nejvyšší koncentrace ligandu
– vyšší koncentrace vede k vyšší vazbě

DextranovDextranovéé nosinosiččee

materimateriáály ly SephadexSephadex, , SuperdexSuperdex
glukosovglukosovéé jednotky spojenjednotky spojenéé 1,6 vazbou,1,6 vazbou,
vvěětventveníí i pi přřes 1,2 / 1,3 a 1,4 spojees 1,2 / 1,3 a 1,4 spoje
mechanicky mmechanicky máálo stabilnlo stabilníí
nnááchylnchylnéé na bakterina bakteriáálnlníí degradacidegradaci
glykosidickglykosidickéé vazby nestabilnvazby nestabilníí ppřřii
nníízkzkéém m pHpH

O

O

O

O
OH

OH

O

O

OH

OH

OH

O
CH2

CHOH
CH2

O

O

OH
OH O
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CelulosaCelulosa
poupoužžititíí nenneníí tak btak běžěžnnéé, sp, spíšíše ve v prprůůmyslovmyslovéé oblastioblasti
velmi velmi ččasto se objevuje ve formasto se objevuje ve forměě membrmembráánn
linelineáárnrníí polymer zpolymer z 1,41,4--ββ--DD--glukosovýchglukosových jednotekjednotek
nativnnativníí polymer je ve formpolymer je ve forměě vlvlááken bez ken bez poresnporesníí struktury, struktury, 
reinformovanreinformovanáá celulosa je ve formcelulosa je ve forměě kulikuliččekek
snsnášíáší pHpH 3 a3 ažž 10, stabiln10, stabilněějjšíší je pje přři kyseli kyseléé oblasti oblasti pHpH, p, přři i pHpH 7 m7 můžůže e 
být být autoklautokláávovvováánana
vlvlááknitknitáá celulosa se dodcelulosa se dodáávváá jako suchý prjako suchý prášášekek
– Whatman, BioRad, Schleicher & Schuell
– v roztoku je náchylná na mechanické poškození (NE magn. míchání)

aktivace aktivace -- karbonyldiimidazolkarbonyldiimidazol a a divinylsulfondivinylsulfon
chloroformichloroformiáátt

celulosovcelulosovéé ččáástice, prstice, průůmměěr kolem 450 r kolem 450 µµmm

O
CH2OH

OH

OH
O

O

O

O
O

OH

OH

Cl-CO-O-CH2CH3

- HCl, CH3CH2OH

R-NH2 O
O

N
H

R

OH

PolyakrylamidovPolyakrylamidovéé nosinosiččee

vv biochemickbiochemickéé oblasti velmi obloblasti velmi oblííbenbenéé
ppřřipravujipravujíí se kopolymeracse kopolymeracíí akrylamiduakrylamidu a N,Na N,N’’--methylenmethylen--
bis(bis(akrylamiduakrylamidu), prob), probííhháá radikradikáálovým mechanismem vlovým mechanismem v ppřříítomnosti tomnosti 
tetramethylendiaminutetramethylendiaminu (TEMED) a (TEMED) a peroxodvojsperoxodvojsííranuranu amonnamonnéého jako ho jako 
iniciiniciáátorutoru
BioBio--Gel PGel P doddodáávváá materimateriáál firma l firma BioRadBioRad
– póry poskytují vylučovací limity od 2 do 400 kDa
– nízké nespecifické vazby
– dobrá pH stabilita (2 – 10)

nevýhodou je malnevýhodou je maláá mechanickmechanickáá stabilitastabilita
– variabilita matrice při změně složení pufrů
– nízké průtočné rychlosti

aktivace se aktivace se nejsnnejsnáázz provprovááddíí ččáástesteččnou nou hydrazinolýzouhydrazinolýzou ppřři 50 i 50 ººCC
– dostupné jsou i preaktivované materiály (Enzacryl)

glutaraldehydemglutaraldehydem -- uplatnuplatníí se adice amidovse adice amidovéé skupiny na dvojnskupiny na dvojnéé vazby vazby 
ppřříítomntomnéé vv polymernpolymerníí formforměě glutaraldehyduglutaraldehydu..
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TrisacrylTrisacryl
CH2 C

H
CO N

H
C(CH2OH)3

CH2 C
H

N
H

CO C
H

OH
C
H

OH
CO N

H
C
H

CH2

-CH2-CH-CH2-CH-CH2-CH-

CO
NH-C(CH2OH)3

NH
CO
CH-OH
CH-OH
CO
NH

CO
NH-C(CH2OH)3

-CH2-CH-CH2-CH-

NH-C(CH2OH)3

CO

+ trisacryl

N,N’-diallyltartradiamid

N-akryloyl-2 amino-2 hydroxymethyl- 1,3 propandiol

kopolymerace:kopolymerace:
doddodáávváá IBFIBF

tristris((hydroxymethylovhydroxymethylovéé) uskupen) uskupeníí poskytuje materiposkytuje materiáálu výbornlu výbornéé
hydrofilnhydrofilníí vlastnostivlastnosti
zeszesííťťovanýovaný charakter pcharakter přřininášíáší zlepzlepššeneníí mechanických vlastnostmechanických vlastnostíí oproti oproti 
polyakrylamidupolyakrylamidu
tolerance tolerance pHpH je od 1 do 11je od 1 do 11
snsnášíáší zmrazmražženeníí, teploty do 120 , teploty do 120 ººC a organickC a organickáá rozpourozpouššttěědladla
aktivace je moaktivace je možžnnáá pomocpomocíí
– karbonyldiimidazolu
– bromkyanu
– divinylsulfonu

SephacrylSephacryl
na bna báázi zi dextranovdextranovééhoho gelu sgelu s vnesenými vnesenými allylovýmiallylovými postrannpostranníími mi 
skupinami skupinami zeszesííťťovanýmiovanými pomocpomocíí N,NN,N’’--methylenmethylen--bis(bis(akrylamiduakrylamidu))
obsahuje tedy lineobsahuje tedy lineáárnrníí glukosovglukosovéé řřetetěězce spojenzce spojenéé ppřřes molekuly es molekuly 
bis(bis(akrylamiduakrylamidu) a tak) a takéé linelineáárnrníí ččáásti polymernsti polymerníího bis(ho bis(akrylamiduakrylamidu))
vyrvyráábbíí PharmaciaPharmacia
SephacrylSephacryl SS--300 a S300 a S--400 400 -- vyluvyluččovacovacíí limity 1,5 a 8 limity 1,5 a 8 MDaMDa
gely HR gely HR řřady ady -- vylepvylepššenenéé prprůůtotoččnnéé vlastnostivlastnosti
materimateriáál je dostatel je dostateččnněě chemicky i mechanicky odolnýchemicky i mechanicky odolný
aktivace aktivace -- ppřřes sekundes sekundáárnrníí hydroxylovhydroxylovéé skupinyskupiny
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MethakrylMethakryláátovtovéé matricematrice

TSKTSK--GelGel ToyopearlToyopearl ((vyrvyr. . TosohTosoh, distribuce , distribuce MerckMerck jako jako FractogelFractogel TSK)TSK)
– kopolymerace glycidylmethakrylátu, pentaerythritol dimethakrylátu a 

polyethylenglykolu - velký počet hydroxylů a etherových vazeb
ččáástesteččnněě hydrofilnhydrofilníí, výborn, výbornéé mech. vlastnosti, tolerancmech. vlastnosti, tolerancíí pHpH 2 a2 ažž 1212
velikosti S (velikosti S („„superfinesuperfine““, 20 a, 20 ažž 40 40 µµm), F (m), F („„finefine““, 30 a, 30 ažž 60 60 µµm) a C m) a C 
((„„coarsecoarse““, 50 a, 50 ažž 100 100 µµm)m)
ststřřednedníí typ rozsah 50 typ rozsah 50 kDakDa aažž 5 5 MDaMDa -- nejvhodnnejvhodněějjšíší pro afin. separacepro afin. separace
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poprvpoprvéé ppřřipraven vipraven v ČČeskoslovenskueskoslovensku
– distribuován pod názvy Separon a Spheron
– vzniká kopolymerací 2-hydroxyethylmethakrylátu se síťujícím 

ethylendimethakrylátem
– zesíťovaná struktura vytváří makro i mikropóry, které poskytují vysokou 

odolnost vůči tlaku
chemickchemickáá odolnost je pro odolnost je pro pHpH 2 a2 ažž 1212
– krátké promytí je možné i 2 M NaOH či 2 M HCl

tepelntepelnáá odolnost aodolnost ažž do 170 do 170 ººCC
doddodáávanvanéé velikosti velikosti ččáástic jsou 5, 10 a 60 stic jsou 5, 10 a 60 µµmm
– v tuzemsku nyní vyrábí firma Tessek
– k dispozici i předaktivované matrice s různými reaktivními skupinami

n



131

O

C
H

CH2CH2 C
H

C
H2

O C
H2

CH2

CH3

NH-CH2-NH

O O

CH3

CH2C C C C

CH2

CH3

NH2

O

C C
O

C
H

CH2

CH2 C
H

O
CH2

CH2

CH
CH2

CH2

CH3

O
N
H

C
H2

C
H2

N
H

CH2

CH3

O
NH2

OC
H2 O

CH
CH2

CH2

CH

CH
CH2

CH2

NH2

O

C
H2

CH2

O C
H2

+

+

C

C

CC

C

C

EupergitEupergit

– kopolymerací methakrylamidu, N,N’-methylen-bis(methakrylamidu) a 
složky s oxiranovou skupinou, glycidylmethakrylátu nebo 
allylglycidyletheru (na obr. dole)

– Rohm Pharma, v USA jako Spectra/Cryl
porporééznzníí ččáástice 30, 150 a 250 stice 30, 150 a 250 µµm, neporm, neporééznzníí 1 1 µµmm
– mechanická stabilita výborná

imobilizace probimobilizace probííhháá adicadicíí na na oxiranovoxiranovéé uskupenuskupeníí
– reagovat mohou primární aminy, sulfhydrylové skupiny či hydroxyly
– doporučována přítomnost fosfátového pufru, urychlí se tím reakce a může 

probíhat blízko neutrálního pH

PolyamidovPolyamidovéé nosinosiččee
polykondenzapolykondenzaččnníí reakcereakce
– Nylon 66 z 1,6-diaminohexanu a hexan-1,6-dikarboxylové kyseliny
– tuzemský Silon vzniká kondenzací ε-kaprolaktamu
– ve formě membrán, sítěk, kuliček a trubiček pro imobilizaci enzymů

ppřřirozený materiirozený materiáál ml máá pro imobilizaci mpro imobilizaci máálo volných lo volných konckonc. skupin. skupin
– je nutné jeho strukturu částečně narušit opatrnou hydrolýzou
– asi 3 M HCl, doba působení závisí na formě materiálu, 10 sec až 1 hod

aktivaaktivaččnníí postupy, kterpostupy, kteréé amidovou vazbu nepamidovou vazbu nepřřerueruššujujíí
– O-alkylace peptidové vazby oxoniovou solí (triethyloxonium

tetrafluoroboritan)            - dimethylsulfátem
– vzniklý imidoester reaguje v slabě alkalickém prostředí s aminoskupinou

(lyzin, 1,6-diaminohexan) za vzniku amidinu
– kladný náboj zvyšuje polaritu polymeru
– získá se větší povrchová hustota využitelných karboxy nebo aminoskupin
– na trhu dostupná řada aktivovaných membrán

 C NH

O

C NH
OCH3

C NH
NH R

(CH3)2SO4 R-NH2

- CH3OH
Aktivace polyamidu dimethylsulfátem
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SkupinovSkupinověě specifickspecifickéé ligandyligandy
interagujeinteraguje s ts třříídou podobných dou podobných biomolekulbiomolekul -- skupinovskupinováá separaceseparace

glukogluko-- a manopyranosylova manopyranosylovéé zbytkyzbytkykonkanavalin Akonkanavalin A
eendotoxinndotoxinyyppolymyxiolymyxinn

sserinerinovovéé proteproteinainassyybbenzamidinenzamidin
llipoproteinipoproteinyy, , hormony, hormony, DNA, RNA DNA, RNA hheparieparinn

cchitin hitin vváážžííccíí protein (fprotein (fúúznzníí proteinyproteiny))cchitinhitin
gglutathionlutathion--SS--transferastransferasaa (f(fúúznzníí proteinyproteiny))gglutathionlutathion

mmaltosaltosuu vváážžííccíí protein (fprotein (fúúznzníí proteinyproteiny))aamylosmylosaa
CoA proteinCoA proteinyy, HSA , HSA Green Green AA

kinasykinasykalmodulin, Blue Bkalmodulin, Blue B

ppoly(A)+mRNA oly(A)+mRNA ppoly U, oligooly U, oligo--dTdT

NADPNADP++--dependentdependentnníí enzymenzymyy2',5'2',5'--ADPADP, , Red HERed HE--3B3B
NADNAD++--dependentdependentnníí enzymenzymyy55’’--AMPAMP, , Blue F3GBlue F3G--A A 

ddehydrogenasehydrogenasyyNADNAD++, NADP, NADP++, , Blue BBlue B

CibacronCibacron blueblue
F3GF3G--AA

ppřřííklad racionklad racionáálnlnííhoho
nnáávrhu skupinovvrhu skupinověě
specifickspecifickéého ho liganduligandu
ppůůvodnvodněě textilntextilníí barvivobarvivo
vváážže se pevne se pevněě do aktiv.do aktiv.
mmíísta sta dehydrogenasdehydrogenas
namnamíísto psto přřirozenirozenéého substrho substráátu NADtu NAD++

– antrachinonová část - odpovídá adeninové kapse
– diaminobenzensulfonát - interaguje s guanidinovou skupinou Arg zbytku
– triazinový cyklus - atom chloru se váže v pyrofosfátovém místě

substituenty X a Y pak jemnsubstituenty X a Y pak jemněě doladolaďďujujíí afinitu afinitu liganduligandu
– nejvyšší afinitu má derivát s -COOH v meta poloze (Y)
– vliv na velikost disociační konstanty a tím pevnost vazby na afinitní nosič

daldalšíší aplikace aplikace -- odstranodstraněěnníí albuminualbuminu
vazba na nosivazba na nosičč -- substituce v msubstituce v mííststěě chloru chloru triazinovtriazinovééhoho cyklu, napcyklu, napřř. . 
BlueBlue SepharoseSepharose

N

NN

O

O

SO3H
NH2

NH

SO3H
N
H

N
H

SO3H

Cl
X

Y
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SO3H SO3HProcyonProcyon redred

polycyklickpolycyklickéé barvivo vykazujbarvivo vykazujííccíí jistou strukturnjistou strukturníí podobnost k NADPpodobnost k NADP++

ddáále le interagujinteragujíí albumin, albumin, lipoproteinylipoproteiny, interferon, koagula, interferon, koagulaččnníí faktoryfaktory
– méně specifické - elektrostatické a hydrofobní interakce

PolystyrenPolystyren
zejmzejmééna pona požžíívváán jako materin jako materiáál pro mikrodestil pro mikrodestiččkyky
nejjednodunejjednoduššíšší imobilizace imobilizace -- adsorpce proteinadsorpce proteinůů na povrch na zna povrch na záákladkladěě
hydrofobnhydrofobníích interakcch interakcíí ("coating" protil("coating" protiláátek)tek)
– třeba vysytit zbývající vazená místa vhodnou inertní bílkovinou (albumin, 

kasein, želatina, sušené mléko bez tuku, …)
imobilizace malých molekul imobilizace malých molekul -- ttřřeba kovalentneba kovalentníí vazbyvazby
modifikace PS modifikace PS -- nitrace a redukce poskytnou povrchovnitrace a redukce poskytnou povrchovéé
aminoskupinyaminoskupiny

komerkomerččnněě dostupndostupnéé (Nunc) i modifikovan(Nunc) i modifikovanéé mikrodestimikrodestiččkyky
– "vážící aminosloučeniny"
– se streptavidinem

| |
NO2

|
NH2

HNO3, H2SO4 Zn, HCl
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MonolitickMonolitickéé kolonykolony
poresnporesníí chromatografickchromatografickéé sorbentysorbenty ve formve forměě vyplvyplňňujujííccíí celý celý 
separaseparaččnníí prostorprostor
– Hjerten 1989 - PAG - "continuous bed"
– Švec a Frechet 1992 - "monolith" na bázi makroporesního org. polymeru

polymerace uvnitpolymerace uvnitřř kolony (i kapilkolony (i kapiláárnrníí))
– polyakrylamid a methylenbis(akrylamid) nebo piperazindiakrylamid
– styren a jeho deriváty, síťovadlo divynylbenzen
– deriváty methakrylát - butylmetakrylát, methakrylová kyselina, 

glycidylmethakrylát, zesíťují se ethylendimethakrylátem (Bioseparations)
modifikovanmodifikovanéé silikagelysilikagely, spe, speččenenéé chemicky modifikovanchemicky modifikovanéé
silikagelovsilikagelovéé ččáástice (stice (ChromolithChromolith, , MerckMerck))
kombinace malých ("kombinace malých ("mesoporesmesopores", vhodn", vhodnéé
pro imobilizace pro imobilizace ligandligandůů, , nmnm rozmrozměěry, difuse) ry, difuse) 
a velkých ("a velkých ("throughthrough porespores", zaji", zajiššťťujujíí tok tok 
kapaliny, kapaliny, µµm rozmm rozměěry, konvekce)ry, konvekce)

MonolitickMonolitickéé materimateriáályly

porogennporogenníí rozpourozpouššttěědla: A dla: A MeOHMeOH, B 75% , B 75% EtOHEtOH, C 75% , C 75% PrOHPrOH, D 75% , D 75% 
dodekanoldodekanol
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CIMsCIMs
""convectiveconvective interactioninteraction media" media" -- separaseparaččnníí monolitický materimonolitický materiáál ve l ve 
formforměě diskdiskůů -- výbornvýbornéé prprůůtotoččnnéé vlastnosti dvlastnosti dííky pky přřevaevažžujujííccíí konvekcikonvekci
– celý tok media jde přes separační oblast, u částicových nosičů dochází k 

neefektivnímu obtékání částic
– průtočné rychlosti až o řád vyšší bez vlivu na separační vlastnosti a 

vazebnou kapacitu materiálu
– kombinovatelnost různých materiálů v jednom "sloupci" - seriové spojení

různých disků

Kombinace AC / IEC     Kombinace AC / IEC     SelektivnSelektivníí frakcionacefrakcionace
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Imobilizace enzymImobilizace enzymůů
enzymy enzymy -- prprůůmyslovmyslovéé poupoužžititíí
– biokatalytické konverse
– bioanalytické aplikace, enzymové sensory

ekonomický aspektekonomický aspekt -- snsníížženeníí výrobnvýrobníích nch náákladkladůů enzymových procesenzymových procesůů
ddííky opakovanky opakovanéému poumu použžititíí
dlouhodobdlouhodobáá stabilizacestabilizace enzymovenzymovéé aktivityaktivity
snadnsnadnáá separaceseparace výslednvýslednéého produktuho produktu
– dvoufázový systém, enzym zachycen na heterogenní fázi
– substrát, produkt volně v roztoku
– realizace kontinuálně pracujících procesů (enzymové reaktory)

nevhodnnevhodnéé, pokud je i enzymový substr, pokud je i enzymový substráát nerozpustnýt nerozpustný

IdeIdeáálnlníí nosinosičč enzymuenzymu

levný, inertnlevný, inertníí, mechanicky pevný, chemicky stabiln, mechanicky pevný, chemicky stabilníí
zachovzachováávváá nebo zvynebo zvyššuje specifitu enzymu (duje specifitu enzymu (dáána na 
pompoměěrem rem kkcatcat//KKmm))
snisnižžuje inhibici enzymu produktemuje inhibici enzymu produktem
posunuje pH optimum enzymu posunuje pH optimum enzymu žžáádaným smdaným směěremrem
zabrazabraňňuje mikrobiuje mikrobiáálnlníí kontaminacikontaminaci
omezuje nespecifickou adsorpciomezuje nespecifickou adsorpci
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ZpZpůůsoby imobilizacesoby imobilizace
aa adsorbceadsorbce
bb kovalentnkovalentníí vazbavazba
cc zachycenzachyceníí v polymeru,v polymeru,
""entrapmententrapment""
dd zachycenzachyceníí v membrv membráánovnovéémm
vvááččku, "ku, "cofinementcofinement""

Volba nosiVolba nosiččee
nníízkzkáá cena (po znicena (po zniččeneníí enzymovenzymovéé aktivity se vyhodaktivity se vyhodíí))
drahdrahéé nosinosičče e -- ppřři mali maléém rozsahu procesu, pm rozsahu procesu, přříípadnpadněě pokud je lze pokud je lze 
poupoužžíít opakovant opakovaněě (opakovan(opakovanáá imobilizace enzymu)imobilizace enzymu)
uplatnuplatníí se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, porosita, distribuce se forma, tvar, mech. stabilita, hustota, porosita, distribuce 
velikosti pvelikosti póórrůů, povrchový n, povrchový nááboj (posun boj (posun pHpH optima reakce), hustota optima reakce), hustota 
reaktivnreaktivníích skupin (vazebnch skupin (vazebnáá kapacita)kapacita)
specispeciáálnlníí vlastnostivlastnosti
– magnetismus
– rozklad nežádoucích produktů (MnO2 a peroxid vodíku)
– povrch s redukčními vlastnostmi (TiO2)

GeometrickGeometrickéé uspouspořřááddáánníí
ččáásticestice ((„„beadsbeads““))
– definovaná velikost a porosita

filmovfilmovéé povlakypovlaky
– tenké vrstvy na vhodném neutrálním nosném materiálu

membrmembráányny
– současně je možné realizovat biokatalytickou reakci a separaci na 

základě rozdílné velikosti substrátu a produktu
vlvlááknitknitéé materimateriáályly
– vysoký podíl povrchu – velká objemová aktivita

ppěěnyny -- zachycenzachyceníí uvnituvnitřř (polyurethany)(polyurethany)

StrukturaStruktura
– mikroporesní 0.1 až 10 nm
– mesoporesní 3 až 10 nm – srovnatelné s velikostí enzymů
– makroporesní 8 až 1000 nm, povrch 25 až 100 m2/g
– neporesní – výborná průtočnost, ale malá kapacita a malý povrch
– gelovitá – nemá stálé póry, ty vznikají až při nabobtnání; obdoba 

neporesního uspořádání
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Adsorpce enzymAdsorpce enzymůů na nosina nosičč
jednoduchý, jednoduchý, šširoce pouiroce použžitelný postup itelný postup –– velmi mvelmi míírnrnéé podmpodmíínky, nky, 
zachovzachováánníí aktivity aktivity –– nenneníí kovalentnkovalentníí vazba, nenvazba, neníí narunaruššeneníí konformacekonformace
reversibilitareversibilita –– jakjak enzymuenzymu (purifikace)(purifikace), , taktak vlastnvlastníí matrice matrice –– obojobojíí lze lze 
regenerovat a pouregenerovat a použžíít znovut znovu
momožžnost vysokých obsahnost vysokých obsahůů (a(ažž 1 g enzymu na 1 g nosi1 g enzymu na 1 g nosičče)e)
ale slabale slabáá interakce interakce –– enzymy se mohou postupnenzymy se mohou postupněě spontspontáánnnněě
uvoluvolňňovat z matriceovat z matrice
zzúúččastnastněěnnéé interakceinterakce
– nespecifické (van der Waalsovy síly, vodíkové můstky, hydrofilní

interakce): CPG, silikagely
– biospecifické – přes ligand interagující s enzymem (mimo aktivní místo)
– interakce s imobilizovanými barvivy nebo ionty kovů
– iontové interakce (ionexy)
– hydrofobní interakce: PET, HDPE, polyethylentereftalát, latex 

(polystyren), poly(ST-DVB), amberlit XAD, silikáty, zeolity, talek
ččáástesteččnnáá desolvatacedesolvatace v prv průůbběěhu vazby na nosihu vazby na nosičč, m, můžůže doche docháázet ke zet ke 
zmzměěnnáám m konformacekonformace
– stabilizace, změny aktivity a specifity katalyzované reakce

IontovIontovéé interakceinterakce
synteticksyntetickéé pryskypryskyřřiceice (SP)(SP)
– kopolymery akrylamidu a kys. maleinové nebo itakonové, 

fenolformaldehydové kondenzáty
SP s povrchovými skupinami SP s povrchovými skupinami –– DowexDowex, , AmberlitAmberlit, , DuolitDuolit
polysacharidovpolysacharidovéé derivderivááty ty –– DEAEDEAE--celulosa, DEAEcelulosa, DEAE--dextrandextran, DEAE, DEAE--
SephadexSephadex, CM, CM--celulosa, CHcelulosa, CH--SepharosaSepharosa, AH, AH--SepharosaSepharosa, Q, Q--
SepharosaSepharosa, S, S--SepharosaSepharosa
– DEAE … diethylaminoethyl, CM … -O-CH2-COOH, CH … -NH(CH2)COOH, 

AH … NH-(CH2)6-NH2, Q … -CH2-N+(CH3)3, S … -CH2-SO3H
– všeobecně velmi hydrofilní materiály, náboj závisí na pH okolního 

roztoku
ddůůleležžitou roli hrajitou roli hrajíí podmpodmíínky, zejmnky, zejmééna pH, pna pH, přři adsorpcii adsorpci

Invertasa  Typ nosiče 

% vazby DEAE-Sephadex
(anex) 

CM-Sephadex 
(katex) 

pH 2.5    0    100 
pH 4.7    100    75 
pH 7.0    100    34 
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poresnporesníí / / neporesnneporesníí nosinosičče, vze, vzáájemnjemnáá velikost pvelikost póórrůů a molekul a molekul 
enzymuenzymu
povrchovpovrchováá hustota navhustota naváázaných molekulzaných molekul
reaktivnreaktivníí skupiny vhodnskupiny vhodnéé pro kovalentnpro kovalentníí imobilizaceimobilizace

aa anhydridanhydrid, , bb karbonkarbonáát, t, cc aldehyd, aldehyd, dd epoxid, epoxid, ee azidazid, , ff isothiokyanisothiokyanáátt,,
gg nitrofenylesternitrofenylester karboxylovkarboxylovéé kyseliny, kyseliny, hh azlaktonazlakton

typicktypickéé mnomnožžstvstvíí 0.02 g enzymu na 1 g nosi0.02 g enzymu na 1 g nosiččee

KovalentnKovalentníí imobilizace enzymimobilizace enzymůů

aa bb cc dd

ee ff gg hh

RelativnRelativníí uužžiteiteččnost aa pro imobilizacinost aa pro imobilizaci
AA zbytek Obsah Dostupnost Reaktivita Stabilita 

spojení Použití 

Asp +    ++    +    +    + 
Arg +    ++    -    ±    - 
Cys -    ±    ++    -    - 
cystin +    -    ±    ±    - 
Glu +    ++    +    +    + 
His ±    ++    +    +    + 
Lys ++    ++    ++    ++    ++ 
Met -    -    ±    -    - 
Ser ++    +    ±    +    ± 
Thr ++    ±    ±    +    ± 
Trp -    -    -    ±    - 
Tyr +    -    +    _+    + 
C konec -    ++    +    +    + 
N konec -    ++    ++    ++    + 
sacharid. zbytek - ~ ++    ++    +    +    ± 
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Orientace enzymuOrientace enzymu

nesmnesmíí dojdojíít (a) ke zmt (a) ke změěnněě konformacekonformace
vazebnvazebnéého mho míísta, aby dochsta, aby docháázelo k optizelo k opti--
mmáálnlníí vazbvazběě substrsubstráátu (b)tu (b)
nevhodnnevhodnéé je nepje nepřříístupnstupnéé aktivnaktivníí mmíístosto
(c) v d(c) v důůsledku stericksledku sterickéé zzáábranybrany
mméénněě efektivnefektivníí aažž nefunknefunkččnníí mmůžůže býte být
vazebnvazebnéé mmíísto deformovansto deformovanéé v dv důůsledkusledku
distorse (d)distorse (d)

v obou pv obou přříípadech mpadech můžůže pomoci "odde pomoci "oddáálenleníí" molekuly enzymu od " molekuly enzymu od 
nosinosičče poue použžititíím vhodnm vhodněě dlouhdlouhéého ramho raméénka (spacer, linker, nka (spacer, linker, ……))

ZachycenZachyceníí enzymu v polymeruenzymu v polymeru
mmůžůže se jednat o e se jednat o ččististěě fyzikfyzikáálnlníí zachycenzachyceníí na zna záákladkladěě velikostivelikosti
– v gelu, zapolymerování uvnitř vhodné matrice

kombinace zachycenkombinace zachyceníí a kovalentna kovalentníí vazbyvazby
– derivatizace lyzinových zbytků akryloylchloridem CH2=CH-CO-Cl
– vzniklý na enzym vázaný akrylamid se pak kopolymerizuje s klasickou 

směsí akrylamidu a bisakrylamidu
vhodnvhodnéé pro imobilizaci "komplexnpro imobilizaci "komplexněějjšíších" systch" systéémmůů obsahujobsahujííccíích daný ch daný 
enzym (buenzym (buňňky, organely, ky, organely, ……))
metoda je vhodnmetoda je vhodnáá pouze pro enzymy pouze pro enzymy úúččinkujinkujííccíí na nna níízkomolekulzkomolekuláárnrníí
substrsubstráátyty

stabilita chymotrypsinustabilita chymotrypsinu
v zv záávislosti na zpvislosti na způůsobusobu
imobilizaceimobilizace
– volný (a), derivatizovaný

akryloyl Cl (b)
– zachycený v polymethakryl.

gelu (d), kombinovaně (c)
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GelovGelovéé matricematrice
enzym se zachytenzym se zachytíí v prv průůbběěhu phu přříípravy gelupravy gelu
– alginát, chitosan, želatina, PAG, PVA plus MNOHO dalších polymerů

vznikne tak monolitický materivznikne tak monolitický materiááll

enzym se nechenzym se necháá vsvsááknout do hotovknout do hotovéého gelu ve formho gelu ve forměě kulikuličček ek 
(Sepharosa, Sephadex) a n(Sepharosa, Sephadex) a nááslednsledněě se chemicky zesse chemicky zesííťťuje uje 
(glutaraldehydem)(glutaraldehydem)
prostprostéé zeszesííťťovováánníí nednedáávváá geometricky definovangeometricky definovanéé tvarytvary

"smart" polymery "smart" polymery -- mměěnníí vlastnosti pod vlivem externvlastnosti pod vlivem externíích vlivch vlivůů (pH, (pH, 
teplota, iontovteplota, iontováá ssííla) a mohou tak cla) a mohou tak cíílenleněě napnapřř. uvolnit v. uvolnit váázaný enzym zaný enzym 
do roztokudo roztoku

SolSol--gel imobilizacegel imobilizace

(CH(CH33O)O)44Si + HSi + H22OO (CH(CH33O)O)33SiSi--OH + CHOH + CH33OHOH

2 (CH2 (CH33O)O)33SiSi--OHOH (CH(CH33O)O)33SiSi--OO--Si(CHSi(CH33O)O)33 + H+ H22OO

2 (CH2 (CH33O)O)33SiSi--OHOH (CH(CH33O)O)33SiSi--OO++--Si(CHSi(CH33O)O)33 + OH+ OH--

HH solsol

SiSixxOOyy((µµ--OH)OH)zz(t(t--OH)OH)4x4x--2y2y--2z2z gelgel

SiSixxOOyy + zH+ zH++ + (2x+ (2x--yy--z) Hz) H22OO xerogelxerogel (mech. stabiln(mech. stabilníí))

solsol--gel proces gel proces –– vznik vznik „„sklaskla““ hydrolytickou polymerachydrolytickou polymeracíí monomolemonomole--
kulkuláárnrníích prekursorch prekursorůů (CH(CH33O)O)44Si tetramethylSi tetramethyl--oo--kkřřemiemiččitan (itan (TMOSTMOS):):

enzymenzym

zachycenzachyceníí v pv póórechrech

gelovatgelovatěěnníí

ststáárnutrnutíí a vysycha vysycháánníí
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ZachycenZachyceníí v membrv membráánových systnových systéémechmech
enzym je od pracovnenzym je od pracovníího prostho prostřřededíí oddodděělen semipermeabilnlen semipermeabilníí
membrmembráánou, prnou, průůchozchozíí pro substrpro substrááty a produktyty a produkty
membrmembráánovnováá dutdutáá vlvláákna "kna "hollow fiber membraneshollow fiber membranes" obsahuj" obsahujíí enzym enzym 
uvnituvnitřř, pracovn, pracovníí roztok proudroztok proudíí okolookolo
– povrch membrány i více než 20 m2/l

jednoduchjednoduchéé -- nenneníí ttřřeba nic optimalizovateba nic optimalizovat
relativnrelativněě drahdrahéé

membrmembráána mna můžůže být i ve forme být i ve forměě vvááččkkůů ("("dropletsdroplets")")
– enzym se rozpustí ve vodném roztoku 1,6-diaminohexanu
– disperguje se v roztoku 1,6-hexandiové kyseliny v chloroformu
– vzniknou kapičky enzymu obalené tenkou membránou z nylonu (Nylon-

6,6)
je moje možžnnéé poupoužžíít i liposomy s enzymem uvnitt i liposomy s enzymem uvnitřř

SrovnSrovnáánníí imobilizaimobilizaččnníích postupch postupůů

Charakteristika Adsorpce Kovalentně Entrapment Zachycení v 
membráně 

Příprava snadné obtížné obtížné snadné 
Náklady nízké vysoké střední vysoké 
Vazebná síla různé silné slabé silné 
Únik enzymu ana ne ano ne 
Použitelnost široká selektivní široká univerzální 
Pracovní problémy vysoké nízké vysoké vysoké 
Matricové efekty ano ano ano ne 
Velká difúzní bariéra ne ne ano ano 
Ochrana před mikroby ne ne ano ano 
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Vliv imobilizace na pH optimum enzymuVliv imobilizace na pH optimum enzymu
nnááboj nosiboj nosičče posouve posouváá pH optimumpH optimum
ddůůsledek partitice Hsledek partitice H++ iontiontůů v mikrookolv mikrookolíí enzymu na povrchu nebo v enzymu na povrchu nebo v 
ppóórech nosirech nosiččee
posun pH pracovnposun pH pracovníího roztoku mho roztoku můžůže být výhodný pro zlepe být výhodný pro zlepššeneníí
rozpustnosti substrrozpustnosti substráátu tu čči produktui produktu

nativnnativníí enzym v roztokuenzym v roztoku
imobilizace na imobilizace na kladnkladněě nebo nebo zzáápornporněě nabitý nosinabitý nosičč

DifDifúúznzníí vlivyvlivy
substrsubstráát se must se musíí dostat z okolndostat z okolníího prostho prostřřededíí do aktivndo aktivníího mho míístasta
ppřřekonekonáávváá se nemse nemííchanchanáá vrstva na povrchu nosivrstva na povrchu nosičče e -- externexterníí difdifúúzeze
potpotéé se pohybuje uvnitse pohybuje uvnitřř ppóórrůů nosinosičče e -- interninterníí difdifúúzeze
koncentrakoncentraččnníí gradienty substrgradienty substráátu a produktu v ptu a produktu v přříípadpaděě poresnporesníího ho 
nosinosiččee

aa pouze reakce a internpouze reakce a interníí difdifúúzeze
bb navnavííc partitice S a P v mikroc partitice S a P v mikro
prostprostřřededíí nosinosiččee
cc jako jako aa, nav, navííc externc externíí difdifúúzeze
dd kombinace difkombinace difúúznzníích a partich a parti--
titiččnníích efektch efektůů

partitipartitiččnníí vrstva je cca 1000xvrstva je cca 1000x
tentenččíí nenežž difdifúúznzníí vrstvavrstva
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DifDifúúznzníí kontrola enzymovkontrola enzymovéé konverzekonverze
ppřři imobilizovi imobilizováánníí velkvelkéého mnoho množžstvstvíí enzymu se jeho aktivita jakoby enzymu se jeho aktivita jakoby 
zdzdáánlivnlivěě ztrztrááccíí
efektivnefektivníí aktivitaaktivita enzymu na nosienzymu na nosičči je mnohem meni je mnohem menšíší nenežž teoreticky teoreticky 
navnaváázanzanáá -- ddůůsledek difsledek difúúznzníích problch probléémmůů -- omezený pohyb substromezený pohyb substráátutu
pozitivnpozitivníí projev projev -- zdzdáánlivnliváá stabilizace imobilizovanstabilizace imobilizovanéého enzymuho enzymu

vnesenvnesenáá aktivitaaktivita

nalezennalezenáá
aktivitaaktivita

ččasas

aktivitaaktivita
skuteskuteččnněě ppřříítomntomnáá

nalezennalezenáá

EnzymovEnzymovéé biosensorybiosensory
imobilizace enzymu na povrch fyzikimobilizace enzymu na povrch fyzikáálnlněě--chemickchemickéého pho přřevodnevodnííkuku
vyuvyužžíívajvajíí se postupy imobilizace zmse postupy imobilizace zmíínněěnnéé ddřřííve i dalve i dalšíší specispeciáálnlníí
metodikymetodiky
nejnejččastastěějjšíší jsou enzymovjsou enzymovéé elektrody elektrody -- kombinace enzymu a kombinace enzymu a 
elektrochemickelektrochemickéého pho přřevodnevodnííkuku
enzymovenzymovéé optody (optrody) optody (optrody) -- analogie, nosianalogie, nosiččem je ale obvykle em je ale obvykle 
svsvěětlovod (opticktlovod (optickéé vlvláákno)kno)
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MembrMembráány any a biosensorybiosensory

mmembrembráány vny v biosensorechbiosensorech plnplníí nněěkolik funkckolik funkcíí::
imobilizacimobilizacee enzymovýchenzymových molekul molekul –– nosnnosnáá funkcefunkce
řříízenzeníí transportu ltransportu láátek butek buďď prostprostřřednictvednictvíím difm difúúznzníí
kontroly nebo ovlivkontroly nebo ovlivnněěnníímm selektivitselektivityy (anti(antiinterfereninterferenččnníí))
zlepzlepššeneníí mechanickmechanickéé stabilitystability
biokompatibilitbiokompatibilitaa

mechanická
                kontrola transportu

         imobilizace

                          E
převodník            E

                          E

RozdRozděělenleníí membrmembráánn

mmembrembráána na = = porporééznzníí prostprostřřededíí, rozd, rozděělleneníí::
hrubhruběě porporééznzníí -- ppóóryry nad 5 nm (skelnnad 5 nm (skelnáá frita), frita), 
permeabilitu ovlivpermeabilitu ovlivňňuje rozduje rozdííl hydrostatickl hydrostatickéého tlaku na ho tlaku na 
obou stranobou stranáách, osmotický tlak se neuplatch, osmotický tlak se neuplatňňuje (pokud uje (pokud 
polymer membrpolymer membráány neinteraguje s rozpouny neinteraguje s rozpouššttěědlem)dlem);;
ppermselektivita je velmi ermselektivita je velmi ššpatnpatnáá aažž žžáádndnáá (proch(procháázzíí
vvššechny lechny láátky)tky)
jemnjemněě porporééznzníí -- ppóóry 1 ary 1 ažž 5 nm  (nap5 nm  (napřř. acetylcelulosa), . acetylcelulosa), 
rozpourozpouššttěědlo prochdlo procháázzíí konvekckonvekcíí a difa difúúzzíí, permeabilita je , permeabilita je 
ddáána velikostna velikostíí rozpurozpuššttěěných lných láátektek
neporneporééznzníí (hust(hustéé) ) -- nevykazujnevykazujíí porporééznzníí strukturu, strukturu, 
rozpourozpouššttěědlo prochdlo procháázzíí pouze difpouze difúúzzíí
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PPřřííprava membrprava membráánn
je je potpotřřeba peeba peččlivlivěě kontrolovat podmkontrolovat podmíínky (vlhkost, teplota), kternky (vlhkost, teplota), kteréé
silnsilněě ovlivovlivňňujujíí vlastnosti vznikajvlastnosti vznikajííccíích membrch membráánn

ffáázovzováá konverzkonverzee -- rroztok polymeru ve vhodnoztok polymeru ve vhodnéém rozpoum rozpouššttěědle se dle se 
nalije na pevný povrch a vynalije na pevný povrch a vyččkkáá se odpase odpařřeneníí rozpourozpouššttěědladla
– polyvinyl chlorid (tetrahydrofuran - THF), acetylcelulosa (aceton), 

polyethersulonát (dimethylsulfoxid) nebo polyurethan (THF, aceton)
– vyšší vlkost a nižší teplota okolí - vznikají větší póry
– nalití roztoku polymeru v org. rozpouštědle nemísitelném s vodou na 

vodní hladinu, zde se na rozhraní utvoří asymetrická membrána

polymeracepolymerace z mono z mono čči oligomeri oligomerůů ppřříímo na mmo na mííststěě poupoužžititíí (tvorba (tvorba „„in in 
situsitu““) ) -- vhodnvhodnáá k pk přříípravpravěě fragilnfragilníích gelovitých membrch gelovitých membráán n 
(polyvinylalkohol, polyakrylamid), kter(polyvinylalkohol, polyakrylamid), kteréé obsahujobsahujíí velký podvelký podííl vodyl vody

dodatedodateččnnáá tvorba ptvorba póórrůů -- tzv. nukletzv. nukleáárnrníí membrmembráánnyy (Nucleopore)(Nucleopore)
– vrstva polymeru se „prostřílí“ urychlenými nukleony, lokálně narušená

struktura polymeru se naleptá a vzniknou póry
– velmi dobrá reprodukovatelnost a homogenita pórů o poměrně přesně

definovaném průměru
– lokální změny lze vyvolat mechanickým natahováním (polyenové

membrány, obsahující krystalické a amorfní oblasti, v amorfních pak 
následně vzniknou póry)

ÚÚpravy membrpravy membráánn

vvelikost pelikost póórrůů membrmembráányny
lze dodatelze dodateččnněě zmzměěnitnit::
zvzvěěttššeneníí prprůůchodnosti se doschodnosti se dosááhne nalepthne naleptáánníím polymeru m polymeru 
membrmembráány, kterny, kteréé vede ke zvvede ke zvěěttššeneníí prprůůmměěru pru póórrůů
– alkalická hydrolýza acetylcelulosy nebo polykarbonátů

zzmenmenššeneníí prprůůchodnosti a zlepchodnosti a zlepššeneníí permselektivity se permselektivity se 
dosdosááhne depozichne depozicíí vhodných lvhodných láátek uvnittek uvnitřř ppóórrůů
– např. organosilanů nebo lipidických látek

symetricksymetrickéé mmembrembráány ny -- oboběě strany jsou rovnocennstrany jsou rovnocennéé, , 
prprůůchodnost obchodnost oběěma smma směěry je stejnry je stejnáá
asymetrickasymetrickéé mmembrembráány ny -- ppřřipravujipravujíí se na rozhranse na rozhraníí dvou fdvou fáázzíí

NucleoporeNucleopore
membrmembráánana
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BiokompatibilitaBiokompatibilita

ppřři i poupoužžititíí biosensorbiosensorůů v v žživivéém organismu (in vivo) nebo v klinickm organismu (in vivo) nebo v klinickéé
praxi ppraxi přři kontaktu zejmi kontaktu zejmééna s krvna s krvíí (in vitro)(in vitro)
ppřři kontaktu povrchu membri kontaktu povrchu membráán n s prosts prostřřededíímm dochdocháázzíí k adsorpci k adsorpci 
proteinproteinůů –– zejmzejmééna albuminu a fibrinogenu na povrchna albuminu a fibrinogenu na povrch
pak se pak se vytvvytváářříí daldalšíší vrstva krevnvrstva krevníích destich destičček (koagulaek (koagulaččnníí
trombtrombóóza)za)
ppřři dlouhodobi dlouhodobéé implantaci dochimplantaci docháázzíí k zark zarůůststáánníí biobiosensoru tksensoru tkáánníí
postupnpostupnéé snisnižžovováánníí citlivosti dcitlivosti důůsledkem snsledkem sníížženenéé prostupnostiprostupnosti

biosensor mbiosensor můžůže vyvole vyvoláávat ruvat ruššivivéé reakce reakce u u žživivéého organismuho organismu
– srážení krve, zánětlivé procesy
je potje potřřeba povrch biosensoru povleba povrch biosensoru povlééknout vhodnými polymeryknout vhodnými polymery
– silikon, polytetrafluorethylen a zejména polyurethany

modifikovat povrchnmodifikovat povrchníí obalobal
– hydrofilizace, konverze aminoskupin na hydroxyskupiny

do vndo vněějjšíší vrstvy vpravit lvrstvy vpravit láátky omezujtky omezujííccíí ruruššivivéé reakcereakce
– fosforylcholin, fosfolipidy, heparin

MechanickMechanickéé zachycenzachyceníí enzymuenzymu

nejjednodunejjednoduššíšší -- kkáápne se roztokpne se roztok
biokomponentybiokomponenty na povrch pna povrch přřevodnevodnííku ku 
a pa přřekryje se dialyzaekryje se dialyzaččnníí membrmembráánounou
alternativnalternativníí metodou je zachycenmetodou je zachyceníí
biomolekulbiomolekul uvnituvnitřř vhodnvhodnéého polymeru ho polymeru 
(inkluze), polymern(inkluze), polymerníí vrstva se vytvovrstva se vytvořříí
na povrchu podpna povrchu podpůůrnrnéé dialyzadialyzaččnníí
membrmembráányny

převodník
                      o-kroužek

E   E    E
 E      E        dialyzační
                    membrána
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ZachycenZachyceníí v geluv gelu

žželatina je elatina je ččasto pouasto použžíívváána pro enzymovna pro enzymovéé membrmembráány; 5% roztok se ny; 5% roztok se 
rozpustrozpustíí ppřři zvýi zvýššenenéé teplotteplotěě (a(ažž 50 50 ooC) a pC) a přřididáá se enzym, promse enzym, promííchcháá se se 
a naleje na podloa naleje na podložžku (napku (napřř. dialyza. dialyzaččnníí membrmembráána)na)

Nafion je polymer rozpuNafion je polymer rozpuššttěěný ve smný ve směěsi alkoholsi alkoholůů s vodous vodou
– používá se pro tvorbu permselektivních membrán - jako iontoměnič
– může zachycovat biomolekuly

 [(CF2 CF2)m CF CF2]n
O

CF2

CFCF3 O CF2 CF2 SO3H
p

Nafion

ZachycenZachyceníí v PVAv PVA
polyvinylalkohol (PVA) je hydrofilnpolyvinylalkohol (PVA) je hydrofilníí, neutr, neutráálnlníí a biokompatibilna biokompatibilníí
polymer, ve vodpolymer, ve voděě silnsilněě bobtnbobtnáá; dostupný ve form; dostupný ve forměě oligomeroligomerůů (90 (90 
kDa), kterkDa), kteréé po zespo zesííťťovováánníí vytvovytvořříí konekoneččný polymerný polymer
radiaradiaččnníí polymerace vyupolymerace využžíívváá ozozáářřeneníí smsměěsi oligomersi oligomerůů a enzymu a enzymu γγ--
zzáářřeneníím (generuje m (generuje 6060Co)Co)
– vzniklé radikály vyvolají další polymeraci a zesíťování
– výsledná membrána neobsahuje žádné nežádoucí produkty a současně

je sterilizována

chemickchemickéé ssííťťovováánníí –– triisokyantriisokyanáátyty
(TIC), spoj(TIC), spojíí postrannpostranníí hydroxylyhydroxyly

UV polymerace UV polymerace -- PVA obsahujPVA obsahujííccíí
styrylbipyridiniovstyrylbipyridiniovéé skupinyskupiny
(PVA(PVA--SbQ, 1.3%) SbQ, 1.3%) 
– vůbec nejšetrnější postup 

imobilizace pomocí PVA

 
O C N CH2

CH2OCN

NCO

N C O HO NH C O
O

TIC

 +
             zesítění
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MultifunkMultifunkččnníí polymerypolymery

kombinujkombinujíí imobilizaci enzymu s polymernimobilizaci enzymu s polymerníí strukturou nesoucstrukturou nesoucíí
skupiny mediskupiny mediáátortorůů ppřřenenášášejejííccíí elektrony, tzv. elektrony, tzv. redox relaysredox relays
polypoly--44--vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se vinylpyridin (oligomer kolem 50 kDa) se ččáástesteččnněě vyuvyužžije pro ije pro 
tvorbu komplexu s osmiem (meditvorbu komplexu s osmiem (mediáátor), a tor), a ččáástesteččnněě se do nse do něěj j 
kvarternizackvarternizacíí zavedou aminoskupinyzavedou aminoskupiny
smsměěs modifikovans modifikovanéého oligomeru, enzymu a bifunkho oligomeru, enzymu a bifunkččnníího ho ččinidla inidla 
PEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektroduPEGDE (polyethylenglykoldiglycidylether) se nanese na elektrodu

 
CH2 CH

N
N

CH2 CH2 NH2

N

Os(bpy)2Cl

CHH2C
O

CH2 O CH2 CH2 O CH2 CH
O

CH2

parc. komplexace (1/6)
+ Os(bpy)2Cl2

n

kvarternizace
+ 2-bromoethylamin

PEGDE

E

M

M
M

M

M

E

E

E

ZesZesííťťovováánníí enzymu na povrchuenzymu na povrchu

nejnejččastastěějiji se pouse použžíívváá glutaraldehydglutaraldehyd; ; smsměěss s roztokem bs roztokem bíílkoviny v zlkoviny v záávislosti vislosti 
na koncentraci slona koncentraci složžek vytvek vytváářříí spontspontáánnnněě retikulum buretikulum buďď ppřříímo na povrchumo na povrchu
sensorusensoru, nebo na vhodn, nebo na vhodnéém podkladovm podkladovéém materim materiáálu (polyamidovlu (polyamidováá ssííťťka, ka, 
dialyzadialyzaččnníí membrmembráána)na)
reakcreakcíí mezimezi aldehydovoualdehydovou skupinou skupinou ččinidla sinidla s aminoskupinouaminoskupinou bbíílkoviny lkoviny 
(postrann(postranníí lyzinovlyzinovéé zbytky) vznikzbytky) vznikáá propojenpropojeníímm SchiffovaSchiffova bbáázeze
– může se zredukovat na stabilnější aminovou vazbu

O CH (CH2)3 CH O

CH O H2N

CH N

CH2 NH

glutaraldehyd
                  +

                     Schiffova báze

                      redukce (NaBH4)

E E

E

E

BSA

BSA
BSA

BSABSA

retikulum
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Imobilizace pomocImobilizace pomocíí elektropolymeraceelektropolymerace
vyuvyužžíívváá elektrochemickou oxidaci k pelektrochemickou oxidaci k přříípravpravěě reaktivnreaktivníích ch 
monomermonomerůů, kter, kteréé pak spontpak spontáánnnněě vytvvytváářříí polymernpolymerníí film na povrchu film na povrchu 
elektrodyelektrody
filmy se dajfilmy se dajíí vytvovytvořřit i na it i na ččlenitlenitéém povrchu nebo na povrchu m povrchu nebo na povrchu 
mikroelektrod (cmikroelektrod (cíílenlenáá modifikace)modifikace)
pokud jsou v prpokud jsou v průůbběěhu hu elektropolymeraceelektropolymerace v roztoku pv roztoku přříítomntomnéé
biomolekulybiomolekuly, doch, docháázzíí k jejich zachycenk jejich zachyceníí uvnituvnitřř vznikajvznikajííccíí
membrmembráány; mny; méénněě se mse můžůže uplatnit take uplatnit takéé kladný nkladný nááboj polymeruboj polymeru
vlastnosti membrvlastnosti membráány je mony je možžnnéé ovlivnit povlivnit přříídavkem daldavkem dalšíších lch láátek do tek do 
elektropolymeraelektropolymeraččnníí smsměěsisi
tloutlouššťťku membrku membráány urny urččuje velikost prouje velikost proššlléého nho nááboje, tak se dboje, tak se dáá
snadno snadno reprodukuvatelnreprodukuvatelněě ovlivnit mnoovlivnit množžstvstvíí imobilizovanimobilizovanéé
biomolekulybiomolekuly
nněěkterkteréé elektropolymernelektropolymerníí vrstvy mohou být navvrstvy mohou být navííc c vodivvodivéé, co, cožž
usnadusnadňňuje puje přřenos elektronenos elektronůů mezi elektrodou a mezi elektrodou a biomolekulamibiomolekulami
– tyto polymery jsou obvykle barevné

PolypyrrolPolypyrrol (PPY)(PPY)
klasický pklasický přřííklad, provklad, provááddíí se oxidacse oxidacíí 50 a50 ažž 200 200 mMmM pyrrolu pyrrolu 
amperometrickouamperometrickou oxidacoxidacíí ppřři potencii potenciáálu kolem 0.8 V, jako elektrolyt lu kolem 0.8 V, jako elektrolyt 
se pse přřididáávváá KClKCl, pracuje se v anaerobn, pracuje se v anaerobníím prostm prostřřededíí
tloutlouššťťka filmu je ka filmu je úúmměěrnrnáá mnomnožžstvstvíí proproššlléého nho nááboje (5 boje (5 mCmC/cm/cm22

odpovodpovííddáá 13 13 nmnm), lze dos), lze dosááhnout ahnout ažž 100 100 nmnm tlustých vrstevtlustých vrstev
vzniklý vzniklý PPyPPy film film je vodivýje vodivý, vodivost dosahuje asi 500 S/cm, vodivost dosahuje asi 500 S/cm
– pro srovnání jsou vodivosti mědi 106, křemíku 10-4 a skla 10-11 S/cm). 

obdobnobdobněě probprobííhháá elektropolymeraceelektropolymerace methylpyrrolumethylpyrrolu
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PolyfenylenoxidPolyfenylenoxid (PPO)(PPO)

vvelmielmi tenktenkéé a a mechanickymechanicky stabilnstabilníí filmy PPO filmy PPO nana povrchupovrchu elektrodelektrod
vznikajvznikajíí elektropolymeracelektropolymeracíí fenolufenolu
nevodivnevodivéé, , taktakžžee elektropolymeraceelektropolymerace se se samovolnsamovolněě zastavzastavíí, , jakmilejakmile
jeje povrchpovrch elektrodyelektrody elektrickyelektricky izolovizolováánn
pprrůůbběžěžnněě se se ddáá pozorovatpozorovat
poklespokles oxidaoxidaččnnííhoho prouduproudu
ppřřii vznikuvzniku filmufilmu::

mméénněě stabilnstabilníí jsoujsou
polyanilinovpolyanilinovéé ((PANIPANI))
filmy filmy vzniklvznikléé z z anilinuanilinu::

I                                    I

čas potenciál

1
2
3

Elektropolymerace fenolu
amperometricky a cyklickou voltametrií

 
N N

PANI                            n

KontrolnKontrolníí membrmembráányny

eelektropolymernlektropolymerníí vrstvyvrstvy jsoujsou taktakéé vhodnvhodnéé pro pro ovlivovlivňňovováánníí
transportutransportu lláátektek jakojako kontrolnkontrolníí membrmembráányny -- polyfenylendiaminovpolyfenylendiaminovéé
(PPD) filmy z 1,2 (PPD) filmy z 1,2 diaminobenzenudiaminobenzenu
nevodivnevodivéé o o tloutlouššťťcece kolemkolem 10 nm; 10 nm; snadnosnadno ppřřeses nněě prochprocháázzíí
peroxidperoxid vodvodííkuku, , ppřřitomitom jinjinéé ruruššivivéé lláátkytky jsoujsou odstodstíínněěnyny

pprotorotožžee zachycenzachyceníí bbíílkovinlkovin uvnituvnitřř polymerupolymeru jeje pompoměěrnrněě volnvolnéé, , 
dochdocháázzíí ččasemasem k k uvolnuvolněěnníí do do roztokuroztoku a a ttíímm k k poklesupoklesu aktivityaktivity

jjininéé postupypostupy proto proto poupoužživajivajíí elektropolymernelektropolymerníí film film jenjen jakojako výchozvýchozíí
chemickouchemickou modifikacimodifikaci povrchupovrchu elektrodyelektrody, a film se , a film se pakpak ddáálele
upravujeupravuje chemickýmichemickými reakcemireakcemi..
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N

H

N

C
O

NO2

p-nitrobenzoylchlorid

           - HCl

Modifikace Modifikace elektropolymerelektropolymerůů

polypyrrolpolypyrrol se dse dáá nitrovatnitrovat v v ββ poloze a elektrochemickou redukcpoloze a elektrochemickou redukcíí
nitroskupiny se znitroskupiny se zíískskáá aminoskupinaaminoskupina vhodnvhodnáá pro dalpro dalšíší kovalentnkovalentníí
vazbu vazbu biomolekulbiomolekul::

jinou mojinou možžnostnostíí je reakce je reakce PPyPPy s s nitrobenzoylchloridemnitrobenzoylchloridem, , 
nitroskupinu je pak monitroskupinu je pak možžnnéé redukovat takredukovat takéé chemicky zinkemchemicky zinkem
v v kys.kys. octovoctovéé::

 

2

N

H

NO 2

N

H

NH

N

H

N

H

CuNO3

acetanhydrid

elektrochemická

redukce

Derivatizace PPy

ElektropolymeraceElektropolymerace bbíílkovinlkovin

elektropolymerelektropolymerovatovat se se dajdajíí taktakéé vhodnvhodnéé derivderiváátyty biomolekulbiomolekul veve
smsměěsisi napnapřř. s . s pyrrolempyrrolem
kk postrannpostranníímm skupinskupináámm enzymenzymůů jeje momožžnnéé ppřřipojitipojit pyrrolovpyrrolováá jjáádradra, , 
taktakžžee popo skonskonččeneníí elektropolymeraceelektropolymerace jeje enzymenzym nednedíílnoulnou sousouččááststíí
řřetetěězcezce polymerupolymeru::

podobnpodobněě je moje možžnnéé vyuvyužžíít i derivt i deriváát s koncovou t s koncovou aminoskupinouaminoskupinou

 
N ( C H 2 ) 2 C O O H 

N H 
N ( C H 2) 2 C 

O 1. karbodiimid

2. enzym E E 
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Aktivace inertnAktivace inertníích povrchch povrchůů

pracovnpracovníí povrch povrch sensorsensorůů tvotvořříí malmaláá skupina pomskupina poměěrnrněě
inertninertníích materich materiáállůů: sklo, k: sklo, křřememíík, rk, růůznznéé modifikace modifikace 
uhluhlííku (grafit, skelný uhlku (grafit, skelný uhlíík, kompozitnk, kompozitníí smsměěsi) a si) a 
uuššlechtillechtiléé kovy (zejmkovy (zejmééna zlato a platina)na zlato a platina)

nněěkterkteréé biomolekulybiomolekuly se na tyto materise na tyto materiáály adsorbujly adsorbujíí s s 
rrůůznou pevnostznou pevnostíí, av, avššak spolehlivak spolehliváá a dlouhodoba dlouhodoběě stabilnstabilníí
imobilizace vyimobilizace vyžžaduje kovalentnaduje kovalentníí vazbu mezi vazbu mezi 
biomolekuloubiomolekulou a povrchema povrchem

prvnprvníím krokem imobilizace jsou aktivam krokem imobilizace jsou aktivaččnníí postupy, kterpostupy, kteréé
na mna máálo reaktivnlo reaktivníí povrch povrch sensorusensoru zavzaváádděějjíí reaktivnreaktivníí
skupiny schopnskupiny schopnéé pak kovalentnpak kovalentníí vazby s vazby s biomolekulamibiomolekulami

SpontSpontáánnnníí vznik vznik monovrstevmonovrstev
monovrstvymonovrstvy ((SAMSAM, , „„selfself--assembledassembled monolayermonolayer““))
– molekulární soubor vzniklý samovolnou organizací molekul 

aktivního surfaktantu na nosném substrátu, který se ponoří do 
jejich roztoku ve vhodném rozpouštědle

– tři části molekuly - povrchově aktivní skupina (pevně se váže na 
povrch, head), alkylový spojovací můstek, koncová funkční
skupina (na povrchu monovrstvy, tail)

1940, 1940, ZismanZisman -- PtPt v roztoku v roztoku amfifilnamfifilnííchch molekul se stmolekul se stáávváá
hydrofobnhydrofobníí -- monovrstvamonovrstva
1983, 1983, NuzzoNuzzo a a AllaraAllara -- thiolythioly na zlatna zlatěě
daldalšíší SAM:SAM:
– alkylsilany na hydroxylovaných površích (např. SiO2)
– mastné kyseliny na povrchu kovů
– alkylfosfoniové soli na zirkonu
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SpontSpontáánnnníí vznik vznik monovrstevmonovrstev
AuAu--S S monovrstvymonovrstvy -- vznikvznik vvelmielmi
pevnpevnéé vazby mezi zlatem a svazby mezi zlatem a síírourou

S (CH2)2
S (CH2)2

NH2

NH2Au

S (CH2)2 NH2

S (CH2)2 NH2
Au

+

Adsorpce thiosloučenin na zlato

X

X

S
S
S
S
S
S

X
X
X
X
X
X

S
S
S
S
S
S

Organizovaná vrstva      zmenšení hustoty skupiny
                              zředěním inertním thiolem

nejbnejběžěžnněějjšíším m 
ppřřííkladem je velmi kladem je velmi 
pevnpevnáá adsorpce adsorpce 
thioslouthioslouččeninenin na na 
povrchu zlatapovrchu zlata
vhodnou volbou vhodnou volbou 
daldalšíších funkch funkččnníích ch 
skupin skupin thioluthiolu nebo nebo 
disulfidudisulfidu lze zlze zíískat skat 
reaktivnreaktivníí skupiny skupiny 
vyuvyužžitelnitelnéé pro dalpro dalšíší
imobilizaimobilizaččnníí krokykroky

ThioslouThioslouččeninyeniny
poupoužžíívajvajíí se se thiolythioly obsahujobsahujííccíí v molekulev molekule
daldalšíší vhodnou funkvhodnou funkččnníí skupinuskupinu

aminoskupinaaminoskupina -- nejbnejběžěžnněějjšíší, , monovrstvymonovrstvy
na bna báázi krzi kráátkých tkých řřetetěězczcůů -- dobdobřře prostupne prostupnéé,,
vhodnvhodnéé pro elektrochemickpro elektrochemickéé aplikaceaplikace

hydroxyskupinahydroxyskupina -- slousloužžíí spspíšíše pro e pro inaktivaciinaktivaci
povrchu, vnesenpovrchu, vneseníí hydrofilnhydrofilníího charakteruho charakteru
a zabra zabráánněěnníí nespecifickým vazbnespecifickým vazbáám m biomolekulbiomolekul

1212--merkaptododekanolmerkaptododekanol, 16, 16--merkaptomerkapto--hexadekanolhexadekanol

karboxyskupinakarboxyskupina -- vhodnvhodnáá pro aktivacipro aktivaci
pomocpomocíí EDC/NHSEDC/NHS

MUA, MUA, merkaptoundekanovmerkaptoundekanováá k.k.

S
S

NH2

NH2

SH
NH2

NH2SH

cysteamincysteamin

cystamincystamin

thiofenolthiofenol

merkaptomerkapto--
ethanol / ethanol / 
propanol / propanol / 
butanol ...butanol ...

merkaptomerkapto--
octovoctováá / / 
propionovpropionováá
/ / ……

SH
OH

SH OH

SH
OH

SH C
H2

OHn
 

SH COOH

SH
COOH

SH C
H2

n
 COOH
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SpeciSpeciáálnlníí tthioslouhioslouččeninyeniny
bis(Nbis(N--hydroxysukcinimidesterhydroxysukcinimidester) kyseliny) kyseliny
3,33,3’’--dithiopropionovdithiopropionovéé (DSP)(DSP)
– váže na zlato, vnáší reaktivní NHS skupiny pro

vazbu biomolekul

PEO (PEO (polyethylneoxidpolyethylneoxid, nebo jinak EG, , nebo jinak EG, 
ethylenglykolethylenglykol) jako koncov) jako koncováá hydrofilnhydrofilníí skupinaskupina

ppřříípadnpadněě nesoucnesoucíí na konci jena konci ješšttěě biotin biotin -- smsmíšíšenenéé SAM, kontrolovanSAM, kontrolovanáá
hustota hustota biotinovýchbiotinových zbytkzbytkůů

1111--merkaptoundecylfosforylcholinmerkaptoundecylfosforylcholin -- biokompatibilnbiokompatibilníí povrchypovrchy

 

CH2CH2

S
S

CH2CH2

CO

CO

O

O
N

N

O

O

O

O
DSP

SH O
O

O
O

OH

S

SH
O

N
H

O
O

O N
H

O

NH

N
H

O

SH O
P

O

OH

N+(CH3)3

-0.4 0.0 0.4
-200

0

200

 Au elektroda
 modifikace SAM/MUA

E (mV)

Odezva ferrokyanidu
linearni voltamogram

  i
(nA)

SAMsSAMs
vvžždy vznikdy vznikáá monomolekulmonomolekuláárnrníí vrstva,vrstva,
kterkteráá mmůžůže být tak huste být tak hustáá, , žže povrch je e povrch je 
prakticky elektricky izolovprakticky elektricky izolováánn
naopak adsorpce krnaopak adsorpce kráátkých tkých thioderivthioderivááttůů
ččasto zlepasto zlepššuje elektrochemickuje elektrochemickéé odezvyodezvy
bbíílkovin a jiných llkovin a jiných láátek (usnadntek (usnadněěnnáá výmvýměěna elektronna elektronůů s s cytcyt c)c)

hustotu a kompaktnost vrstvy hustotu a kompaktnost vrstvy 
lze urlze urččit elektrochemicky it elektrochemicky 
– na základě signálu vhodné

elektroaktivní látky (ferrikyanid) 
– nebo sledovat pokles vodivosti

povrchu v průběhu vzniku SAM
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Povrch zlataPovrch zlata
v zv záásadsaděě mmůžůže být jakýkoliv (zlato je inertne být jakýkoliv (zlato je inertníí vvůčůči oxidaci)i oxidaci)
pro dobrou kvalitu SAM je nejleppro dobrou kvalitu SAM je nejlepšíší povrch Au(111)povrch Au(111)
– připravitelný termálním napařováním ve vysokém vakuu
– tloušťka 100 až 200 nm optimální

nosinosiččem kem křřememíík nebo sklo (slk nebo sklo (slíída, kda, křřemen, emen, ……))
adhezi zlepadhezi zlepšíší mezivrstvimezivrstviččkaka (1 (1 -- 5 5 nmnm) Ti nebo ) Ti nebo CrCr, pot, potéé povrch lpovrch léépe pe 
snsnášíáší kapaliny i agresivnkapaliny i agresivněějjšíší chemikchemikáálie (neodchllie (neodchlíípne se)pne se)
zvýzvýššeneníí hrubosti povrchu (naphrubosti povrchu (napřř. pro SERS). pro SERS)
– elektrochemické leptání
– nanesení vrstvy nanočástic zlata
ččiiššttěěnníí povrchu zlatapovrchu zlata
– aqua regia zředěná, HCl:HNO3:H2O 3:1:6
– piranha, H2SO4:H2O2 poměr
– elektrochemické cyklování 0.17 až 1.87 V
– UV ozáření, následně oplach ethanolem
– čerstvý povrch se rychle na vzduchu kontaminuje (stává se 

hydrofobnějším)

Depozice Depozice thiolthiolůů
obecnobecněě doporudoporuččovaný postup:ovaný postup:
1 1 mMmM roztok roztok thioluthiolu v ethanolu po dobu 16 av ethanolu po dobu 16 ažž 24 hod, n24 hod, nááslednsledněě oplachoplach
ethanolemethanolem
– kratší časy (1 - 2 hod) - monovrstva nemusí být úplně kompaktní ani 

dokonale organizovaná (crystalinity)
– objemné thiosloučeniny - může pomoci zahřátí (60 °C)
– změny podmínek (optimalizace) mají často na výslednou monovrstvu

zanedbatelný vliv
alternativnalternativníí rozpourozpouššttěědladla
– voda, hexan, toluen, THF, dichlormethan, acetonitril, DMF
– rozpouštědla s dlouhými uhlíkatými řetězci - defekty v monovrstvě

(kontaminace rozpouštědlem)
depozice par depozice par thioluthiolu (v proudu dus(v proudu dusííku, nebo ve vysokku, nebo ve vysokéém vakuu)m vakuu)
chemický proces:chemický proces:
– vývoj vodíku se nevylučuje
– v přítomnosti kyslíku může

přecházet na vodu

Au + R-SH Au-S-R + 1/2 H2

2Au + RS-SR                    2 Au-S-R
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PostupnPostupnáá organizaceorganizace
na povrchuna povrchu

nejprve velmi pohyblivnejprve velmi pohyblivéé, n, nááhodnhodněě
rozmrozmííststěěnnéé molekulymolekuly
nad kritickou meznad kritickou mezíí zazaččnou vznikatnou vznikat
ostrostrůůvky z nvky z něěkolika molekulkolika molekul
aažž dojde k pokrytdojde k pokrytíí celceléého povrchuho povrchu
a zaa začčnou vznikat hustnou vznikat hustéé domdoméény,ny,
fungujfungujííccíí jako jako nukleanukleaččnníí mmíístasta
nakonec je celý povrch pokrytnakonec je celý povrch pokryt
organizovanou strukturouorganizovanou strukturou
– mohou v ní být ale malé defekty
– pinholes, průměr kolem 0.25 nm

povrch zlata se mpovrch zlata se můžůže e ččáástesteččnněě rozpourozpouššttěět,t,
zejmzejmééna v na v konckonc. roztoc. roztocíích ch thioslouthioslouččeninenin

SmSmíšíšenenéé monovrstvymonovrstvy
sousouččasnasnáá adsorpce dvou radsorpce dvou růůzných zných thioslouthioslouččeninenin -- vznikne smvznikne smíšíšenenáá
vrstva tvovrstva tvořřenenáá oboběěma komponentami roztokuma komponentami roztoku
obecnobecněě slosložženeníí monovrstvymonovrstvy neodpovneodpovííddáá slosložženeníí nannanášášececíího roztokuho roztoku
vvííce se vce se váážžíí deldelšíší thiolythioly a ma méénněě polpoláárnrníí thiolythioly
mméénněě se vse váážžíí thiolythioly s pols poláárnrníí nebo dokonce s nabitou koncovou nebo dokonce s nabitou koncovou 
skupinouskupinou
mméénněě se vse váážžíí thiolythioly s objemnými koncovými skupinamis objemnými koncovými skupinami
silný vliv na slosilný vliv na složženeníí mmáá povaha rozpoupovaha rozpouššttěědladla
– nejméně rozpustný thiol se váže přednostně

ppřři vyi vyššíšší teplotteplotěě nemusnemusíí vznikat smvznikat smíšíšenenéé
monovrstvymonovrstvy, ale odd, ale odděělenlenéé oblasti tvooblasti tvořřenenéé
napnapřř. kr. kráátkými a dlouhými tkými a dlouhými thiolythioly

lze poulze použžíít i asymetrickt i asymetrickéé disulfidydisulfidy RR--SS--SS--RR''
v existujv existujííccíí monovrstvmonovrstvěě lze nahradit jilze nahradit jižž adsorbovanadsorbovanéé thiolythioly novými z novými z 
roztoku (roztoku (displacementdisplacement), prob), probííhháá zejmzejmééna v oblastech rozhranna v oblastech rozhraníí
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Stabilita Stabilita thiothio--SAMSAM
obecnobecněě je stabilita je stabilita monovrstevmonovrstev velmi vysokvelmi vysokáá za normza normáálnlníích ch 
laboratornlaboratorníích podmch podmííneknek
– snáší až 1 M roztoky kyselin a zásad

ppřři uchovi uchováávváánníí na vzduchu lze za cca 20 dnna vzduchu lze za cca 20 dnůů pozorovat zmpozorovat změěny ny úúhlu hlu 
alkalk. . řřetetěězczcůů -- postupnpostupnáá oxidace atomoxidace atomůů ssííry na povrchu zlatary na povrchu zlata
– vznik sulfidů RS- až sulfonátů RSO3

-

– vzdušnou oxidaci výrazně urychluje UV záření
nestabilnnestabilníí v pv přříítomnosti:tomnosti:
– silná oxidační činidla (piranha, halogeny, ozon, peroxid vodíku)
– činidla atakující zlato (jodidy, kyanidy, aqua regia)
– organická rozpouštědla
– zahřívání nad 70 až 80 °C, při 300 °C kompletní desorbce
– elektrochemická reduktivní desorbce pod -1.5 V (reverzní děj k adsorpci)
– elektrochemická oxidace (0.5 až 1.5 V) v alkalickém (0.1 M KOH) nebo 

neutrálním prostředí

Vlastnosti Vlastnosti thiothio--SAMSAM
tloutlouššťťka a stupeka a stupeňň pokrytpokrytíí
– elipsometrie

• polarizace světla odráženého od modifikovaného povrchu závisí na 
tloušťce a indexu lomu nanesené vrstvy

– povrchová plasmonová resonance (SPR) 
• p-polarizovaný koherentní paprsek se odráží hranolem umístěným 

pod sklíčkem s napařenou tenkou vrstvičkou kovu
• při jistém resonančním úhlu se část světla absorbuje díky excitaci 

volných elektronů ve vrstvičce kovu (plasmony)
• jev závisí na tloušťce a indexu lomu nanesené modifikující vrstvy
• funguje v suchém stavu i v kapalině - studium vzniku filmů in situ

– piezoelektrické křemenné mikrovážky (QCM)
• resonační frekvence vibrujícího krystalu závisí na jeho hmotnosti, 

včetně pevně adherovaných modifikujících filmů
• funguje v suchém stavu i v kapalině - studium vzniku filmů in situ
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Vlastnosti Vlastnosti thiothio--SAMSAM
struktura a chemickstruktura a chemickéé slosložženeníí
– FTIR spektroskopie

• IR paprsek se odráží pod malým (grazing) úhlem od povrchu monovrstvy
• je možné vypočítat orientaci funkčních skupin v monovrstvě

– SERS (surface enhanced Raman spectroscopy)
• je potřeba hrubý povrch pro zvýšení intenzity
• citlivé na funkční skupiny blízko povrchu kovu (0.35 až 0.7 nm)
• funguje v suchém stavu i v kapalině (normální Ramanovo spektrum je 

zanedbatelné)
• informace o chemickém složení povrchu

– X-ray fotoelektronová spektroskopie (XPS, ESCA)
• měří se energie elektronů vyražených z obalu atomů po ozáření

rentgenovým paprskem ve vakuu
• specifické pro atomy - elementární

analýza monovrstvy, schopnost rozlišit 
i oxidační stavy (amino x nitro)

Vlastnosti Vlastnosti thiothio--SAMSAM

struktura a chemickstruktura a chemickéé slosložženeníí ……
– SIMS (secondary ion MS)

• vzorek se bombarduje primárními ionty,
obvykle Ar+ nebo Xe+

• detekují se vyražené sekundární ionty
– difrakční techniky

• GIXD (grazing incidence X-ray diffraction) malý úhel dopadu, analýza 
reflektivity a rozptylu, informace o mol. struktuře, tloušťce a indexu lomu

– elektrochemické techniky
• cyklická voltametrie - odezvy redoxní proby - blokování elektronového 

transportu při vzniku kompaktní monovrstvy
• impedanční techniky - snižování vodivosti
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Vlastnosti Vlastnosti thiothio--SAMSAM
povrchovpovrchovéé vlastnostivlastnosti
– kontaktní úhel - smáčitelnost
– kapka umístěná na zkoumaném

povrchu, velikost úhlu závicí na 
hydrofobnosti povrchu

– hydrofobní hydrofilní

AFM / STM AFM / STM studiumstudium
STM, STM, merkaptoethansulfonovmerkaptoethansulfonováá k., w=30 k., w=30 nmnm
– zřetelné poruchy struktury (pits, pinholes)

oktadekanthiolovoktadekanthiolováá vrstvavrstva
– zobrazení výškových profilů
– periodicita odpovídá rozměrům daným molekulovými modely
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ThioThio--SAM na povrchu Au SAM na povrchu Au koloidkoloidůů čči i nanonanoččáásticstic
vytvovytvořřeneníí Au Au nanonanoččáásticstic
v pv přříítomnosti tomnosti thioluthiolu, v , v orgorg..
rozpourozpouššttěědledle
reakreakččnníí pompoměěry (Au ku RSH)ry (Au ku RSH)
ovlivnovlivníí velikost velikost nanonanoččáásticstic
disperse klasickdisperse klasickéého Au ho Au solusolu
v ethanolu obsahujv ethanolu obsahujííccíím m thiolthiol
ttřřepepáánníí Au Au solusolu s roztokems roztokem
thioluthiolu v v toluenutoluenu

AuAu

DalDalšíší derivatizacederivatizace povrchu Au povrchu Au nanonanoččáásticstic
kombinacekombinace se se silanizasilanizaččnníím thiom thioččinidleminidlem::

nnáásleduje hydrolýza:sleduje hydrolýza:

lze i opalze i opaččnněě umumíístitstit
Au Au nanonanoččáásticestice na na 
silanizovanýsilanizovaný povrchpovrch
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DynamickDynamickéé povrchy povrchy -- svsvěětlocitlivtlocitlivéé
derivderivááty aty azobenzenzobenzenu: u: ciscis--trans trans isomerizaisomerizacece, po osv, po osvěětlentleníí
– UV (366nm) - cis isomer
– modré (436nm) - trans isomer

zmzměěna konfigurace vede ke zmna konfigurace vede ke změěnněě polaritypolarity
pohyb kapky po povrchu pohpohyb kapky po povrchu poháánněěný svný svěětlemtlem

DynamickDynamickéé povrchy povrchy -- redoxnredoxníí aktivaceaktivace
elektrochemickelektrochemickáá oxidace na chinon vede k aktivaci povrchu oxidace na chinon vede k aktivaci povrchu --
kondenzace s derivkondenzace s deriváátem stimulujtem stimulujííccíím adhezi bunm adhezi buněěkk
ccíílenlenáá kultivacekultivace
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DynamickDynamickéé povrchy povrchy -- zmzměěny polarityny polarity
v zv záávislosti na aplikovanvislosti na aplikovanéém potencim potenciáálu elektrody vykazuje jejlu elektrody vykazuje jejíí povrch povrch 
hydrofilnhydrofilníí nebo hydrofobnnebo hydrofobníí charaktercharakter

DynamickDynamickéé povrchy povrchy -- biosensingbiosensing
SAM SAM oligonukleotidovoligonukleotidovéé
probyproby specificky specificky 
rozpoznrozpoznáá virviráálnlníí NANA
polymerasapolymerasa
dosyntetizujedosyntetizuje druhdruhéé
vlvláákno, pkno, přřitom ho itom ho 
oznaoznaččíí redoxnredoxníí
molekulou molekulou ferrocenuferrocenu
ttíím je m je umoumožžnněě ppřřenos enos 
elektronelektronůů z z donorovdonorovééhoho
enzymu GODenzymu GOD

(I. (I. WillnerWillner))
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DynamickDynamickéé povrchy povrchy -- nanowiringnanowiring
komunikace enzymkomunikace enzymůů s elektrodou prosts elektrodou prostřřednictvednictvíím chemickm chemickéého ho „„nanodrnanodráátkutku““
– „wired enzymes“, rychlost přenosu elektronů řádově vyšší než reakce s kyslíkem

DynamickDynamickéé povrchy povrchy -- nanowiringnanowiring
komunikace enzymkomunikace enzymůů s elektrodou prosts elektrodou prostřřednictvednictvíím uhlm uhlííkovkovéé „„nanotrubkynanotrubky““
SWCNT, singleSWCNT, single--wallwall carboncarbon nanotubenanotube
komunikakomunikaččnníí kankanáál mezi elektrodou a enzymeml mezi elektrodou a enzymem
kalibrace pro glukosu pkalibrace pro glukosu přři ri růůznznéé ddéélcelce
nanotrubinanotrubiččkyky
– a 25, b 50, c 100, d 150 nm



165

CCíílenlenáá loklokáálnlníí imobilizaceimobilizace

primitivnprimitivníí postupy postupy -- „„pin printingpin printing““ –– hrot hrot 
se namose namoččíí v roztoku v roztoku ččinidla a inidla a 
mikrokapka se pmikrokapka se přřenese do enese do žžáádandanéé
pozice na pozice na ččipuipu
velikost svelikost spotpotůů je je 100100--300300 µµm, am, ažž 10 tis10 tisííc c 
prob na prob na ččipuipu
horhoršíší reprodukovatelnost, pomalostreprodukovatelnost, pomalost
nníízkzkáá cena, laboratorncena, laboratorníí ppřříípravaprava

InkInk--jet printingjet printing

alternativnalternativníí metoda pmetoda přříípravy DNA pravy DNA ččipipůů –– „„tisktisk““ reagencireagenciíí na podklad na podklad –– obdoba obdoba 
inkoustových tiskinkoustových tiskáárenren
zzáákladem je struktura rezervokladem je struktura rezervoááru vytvoru vytvořřenenáá v kv křřememííku (micromachining), pku (micromachining), přřekrytekrytáá
velmi tenkou sklenvelmi tenkou skleněěnou membrnou membráánou, na kterou pnou, na kterou přřililééhháá piezoelektrický element piezoelektrický element 
(aktu(aktuáátor)tor)
rrezervoezervoáár se naplnr se naplníí reagentem, potreagentem, potéé nad nad úúststíí pumpy posune pumpy posune žžáádandanáá pozice pozice ččipu, a ipu, a 
na piezoelektrický aktuna piezoelektrický aktuáátor se ptor se přřivede puls napivede puls napěěttíí
piezoelement piezoelement se se mechanicky deformuje, zatlamechanicky deformuje, zatlaččíí na membrna membráánu, nu, ččíímmžž dojde k dojde k 
vystvystřřííknutknutíí mikrokapky reagentumikrokapky reagentu
rrychlost ychlost „„tiskutisku““ je 1 aje 1 ažž 6 kHz6 kHz

 

rezervoár

Ink-jet tisková hlava

piezoelektrický element

skleněná membrána

ústí mikrokapka
                                                         (100 pl)
mikropumpa ( struktura vyleptána
v k řemíku)

reagent
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InkInk--jet printingjet printing

rrozptýlenozptýleníí kapky na povrchu brkapky na povrchu bráánníí
ppřředchedcháázejzejííccíí modifikace modifikace ččipuipu
hydrofilnhydrofilníí mmíísta pro imobilizaci prsta pro imobilizaci próób b 
navznavzáájem oddjem odděělenlenéé hydrofobnhydrofobníími mi 
úúseky (surface tension wells)seky (surface tension wells)
nannanášášenenéé kapky reagentkapky reagentůů se se 
nerozpnerozpííjjíí, povrchov, povrchovéé napnapěěttíí je drje držžíí
uvnituvnitřř dandanéé pozicepozice

 

C         A          G          T
zásobníky aktivovaných bází

ink-jet pumpy

pohyb pole
p řes pumpy

Syntéza souboru DNA prób

reakreakččnníí kroky probkroky probííhajhajíí narnarááz na z na 
vvššech pozicech pozicíích ch ččipuipu
promývpromýváánníí a pomocna pomocnéé reakce se reakce se 
provprovááddíí pro celý pro celý ččip spoleip společčnněě
pro 100000 pozic trvpro 100000 pozic trváá prodlouprodloužženeníí
o jednu bo jednu báázi asi 5 minutzi asi 5 minut
syntsyntééza souboru o dza souboru o déélce 25 blce 25 báázzíí
zabere 2 hodiny.zabere 2 hodiny.

SubtraSubtrakktivtivnníí technikytechniky

vytvvytváářřeneníí struktur struktur čči obrazci obrazcůů pomocpomocíí
odstranodstraněěnníí ppřřebyteebyteččných ných ččááststíí

leptleptáánníí
FIB (fFIB (focusedocused iionon bbeameam) ) millingmilling
llaseraserovovéé opracovopracováánníí
– machining, pulzy různého trvání

ultrazvukovultrazvukovéé vrtvrtáánníí
– 25 µm amplituda při frekvenci 20-100 kHz
– bezstresové opracování křehkých materiálů

traditradiččnníí technologietechnologie
– NC frézky, vrtačky, …
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Strukturace povrchuStrukturace povrchu
surfacesurface patterningpatterning
ccíílem je imobilizovat danou lem je imobilizovat danou 
biomolekulu pouze v urbiomolekulu pouze v urččititéém m 
geometricky definovangeometricky definovanéém mm mííststěě
povrchupovrchu
vyuvyužžititíí pro konstrukci rpro konstrukci růůzných zných 
typtypůů souborsouborůů (arrays) detek(arrays) detekččnníích ch 
elementelementůů nebo multikannebo multikanáálových lových 
biosensorbiosensorůů

technika tisku technika tisku -- plastovplastovéé
"raz"razíítko" se namotko" se namoččíí v v 
modifikamodifikaččnníím roztoku a motiv se m roztoku a motiv se 
ppřřenese na povrchenese na povrch

Strukturace povrchuStrukturace povrchu
surfacesurface patterningpatterning

CH3

S S S S

CH3 CH3CH3

S S

CH3

S S S S S S

CH3CH3CH3 bi
ot

in
bi

ot
in

bi
ot

in
bi

ot
in

„namočené“ razítko
(SH-(CH2)17-CH3) 

PDMS razítko

5 mM oktadekanethiol

otisk
~ 120 sAu film na

Si-waferu1 mM 
biotinylovaný alkylthiol



168

Charakterizace strukturovanCharakterizace strukturovanéého povrchuho povrchu

SNIM, SNIM, scanningscanning nearnear fieldfield IR IR microscopymicroscopy
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topografie (AFM)
SNIM, IR spektrum,

1711 cm-1, absorpce ureidoskupiny

ODT ODT

LitografieLitografie
tenkovrstvtenkovrstváá technologie nejen pro výrobu elektronických soutechnologie nejen pro výrobu elektronických souččáástek, stek, 
ale i mikroanalytických planale i mikroanalytických planáárnrníích systch systéémmůů
zzáákladnkladníím materim materiáálem je klem je křřememíík (k („„silicon wafersilicon wafer““))
techniky ptechniky přřenosu kopie výchozenosu kopie výchozíího motivu (ho motivu („„master patternmaster pattern““) na ) na 
povrch pevnpovrch pevnéého materiho materiáálulu
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FotorezistFotorezist

modifikovaný materimodifikovaný materiáál se pokryjel se pokryje
tenkou vrstvou fotocitlivtenkou vrstvou fotocitlivéého ho 
materimateriáálu lu -- fotorezist (spinfotorezist (spin--coating)coating)
ten se pak osvten se pak osvěětltlíí ppřřes masku es masku 
nesoucnesoucíí žžáádaný motivdaný motiv
fotorezist fotorezist –– pozitivnpozitivníí nebo negativnnebo negativníí

LitografieLitografie

schschééma ma 
pracovnpracovníího ho 
postupupostupu

křemíkový substrát

termální oxidace
(vznik SiO2)

nanesení fotorezistní
vrstvy

osvit přes masku –
definování tvaru

 vyvolání

nanesení vrstvy
(kov, izolace,
biovrstva, membrána,
…)

odstranění fotorezistu

odleptání SiO2

leptání křemíku

Litografie
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FotolitografickFotolitografickáá maskamaska

ukukáázka masky pro celý wafer (vlevo)zka masky pro celý wafer (vlevo)
vpravo pak výsek pro 20x20 elementvpravo pak výsek pro 20x20 elementůů

DNA bioDNA bioččipy (DNA microarrays)ipy (DNA microarrays)

plpláátek ktek křřememííku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)ku (wafer, 5x5 inch, tj. 12.5x12.5 cm)
z nz něěho 49 aho 49 ažž 400 jednotlivých sensor400 jednotlivých sensorůů (chips, 1.28x1.28 cm)(chips, 1.28x1.28 cm)
na kana kažžddéém m ččipu aipu ažž 1.4 milionu pozic (features, 11x11 1.4 milionu pozic (features, 11x11 µµm)m)
v kav kažžddéé pozici npozici něěkolik milionkolik milionůů kopikopiíí stejnstejnéé oligonukleotidovoligonukleotidovéé prpróóby by 
s danou zns danou znáámou sekvencmou sekvencíí
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Modifikace povrchuModifikace povrchu

kombinace chemickkombinace chemickéé
reakce a UV ozareakce a UV ozařřovováánníí
fotolitografie, fotosenzitivnfotolitografie, fotosenzitivníí
imobilizaimobilizaččnníí proceduraprocedura

Výroba DNA Výroba DNA ččipuipu

silanizovaný povrch sensoru, kasilanizovaný povrch sensoru, kažždý dý 
atom Si je zatom Si je záárodkem probyrodkem proby

navnaváázzáánníí spojovacspojovacíí ččáásti sti 
„„linkerulinkeru““, ten zakon, ten zakonččený ený 
fotocitlivou blokovacfotocitlivou blokovacíí
skupinouskupinou

ozozáářřeneníí ppřřes masku es masku –– odstranodstraněěnníí
blokujblokujííccíích skupin (deprotekce)ch skupin (deprotekce)

navnaváázzáánníí prvnprvníího ho 
nukleotidu (A)nukleotidu (A)
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Výroba (2)Výroba (2)

ozozáářřeneníí ppřřes masku es masku čč. 2. 2
ozozáářřeneníí ppřřes masku es masku čč. 3. 3

navnaváázzáánníí daldalšíšího ho 
nukleotidu (C)nukleotidu (C)

daldalšíší nukleotid (G)nukleotid (G)

Výroba (3)Výroba (3)

maska maska čč. 4. 4 daldalšíší (T), ale výskyt chyby!(T), ale výskyt chyby!

zabrzabráánněěnníí daldalšíšího rho růůstu chybnstu chybnéé
sekvence sekvence –– ukonukonččovacovacíí bbááze ze 
((„„capping agentcapping agent““) po ka) po kažžddéém krokum kroku

……
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Hotovo!Hotovo!

konekoneččný stav po odstranný stav po odstraněěnníí
„„capping agentscapping agents““ a protekt.a protekt.
skupin, nskupin, náásleduje zabalensleduje zabaleníí
„„packagingpackaging““ do do „„cartridgecartridge““
pro 25pro 25--mer potmer potřřeba obvykleeba obvykle
mméénněě nenežž 100 masek100 masek
(teor. maximum)(teor. maximum)
problprobléém: pm: přřesahy mezi esahy mezi 
jednotlivými zjednotlivými zóónami nami 
(odrazy, rozptyl, (odrazy, rozptyl, 
vnitvnitřřnníí ozozáářřeneníí, , ……))

ukukáázka zka ččáásti oblasti proby posti oblasti proby po
hybridizaci (AFM, hybridizaci (AFM, šíšířřka obrka obráázku je 2 zku je 2 µµm)m)

VVýsledek pouýsledek použžititíí
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Nanostrukturace povrchNanostrukturace povrchůů pomocpomocíí SPMSPM

skenovacskenovacíí ramraméénko s hrotem slounko s hrotem sloužžíí k vytvk vytváářřeneníí obrazcobrazcůů na na 
modifikovanmodifikovanéém povrchum povrchu
techniky:techniky:

STM litografie STM litografie -- aplikuje se proudový pulsaplikuje se proudový puls

AFM litografieAFM litografie
– škrábání, scratching 
– "ťukání", dynamic plowing 

AFM oxidaAFM oxidaččnníí litografielitografie

AFM konstrukAFM konstrukččnníí litografielitografie

AFM scratchingAFM scratching
AFM zaAFM zařříízenzeníí jako njako náástroj pro modifikace povrchstroj pro modifikace povrchůů
vyvyšškrkráábbáánníí motivu v polymernmotivu v polymerníí vrstvvrstvěě pomocpomocíí
ostrostréého hrotuho hrotu
– PTCDA, 3,4,9,10-perylentetrakarboxydianhydrid

skenovskenováánníí zzáápispis skenovskenováánníí
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LokLokáálnlníí anodickanodickáá oxidaceoxidace

na povrch AFM hrotu se aplikuje potencina povrch AFM hrotu se aplikuje potenciááll
v mv mííststěě ppřřibliblíížženeníí hrotu k povrchu dojdehrotu k povrchu dojde
k elektrochemickk elektrochemickéému vytvomu vytvořřeneníí strukturystruktury
oxidace povrchu titanu nejoxidace povrchu titanu nejččastastěějiji

Fantazii se meze nekladou Fantazii se meze nekladou ……

"nanoobr"nanoobráázky", zky", ……
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AFM dip AFM dip penpen
lithographylithography

SrovnSrovnáánníí technik pro ctechnik pro cíílenou imobilizacilenou imobilizaci

asi neneanoneneUV Photolithography

asi neneanonene
E-beam Lithography

anoneneneneUHV STM Patterning
anoanoanonenec-AFM Oxidation

anoanonenene
AFM Mechanical 
Scribing and 
Nanoindending

asi neanoanonespíše neMicrocontact Printing

difúzní
limitaceanoanonespíše ne

Dip Pen 
Nanolithography

anoanoanoanoano
Chemomechanical
Patterning/Nanograftin
g

Vhodné pro 
rozlišení až
10 nm

Nízká
cena
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rozlišení pod 100 nm
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Kam to smKam to směřěřujeuje……
ppřředstavivost a fantazie, definovedstavivost a fantazie, definováánníí ccíílele

výbvýběěr vhodných detekr vhodných detekččnníích elementch elementůů
– z čeho budeme stavět (aminokyseliny, nukleotidy, …)

vytvovytvořřeneníí knihovny na zknihovny na záákladkladěě kombinatorických postupkombinatorických postupůů
– všechny možné variace z daných stavebních kamenů

paralelnparalelníí testovtestováánníí vlastnostvlastnostíí molekul z knihovnymolekul z knihovny
– nalezení vhodných detekčních

zpracovzpracováánníí a výroba analyticka výroba analytickéého systho systéémumu
– optimalizace výrobního procesu

vysoce paralelnvysoce paralelníí analytický procesanalytický proces
– citlivé elementy ve formě 2D pole, oskenování (opticky, 

elektricky, magneticky, …), začlenění dat do databáze
matematickmatematickéé prohledprohledáánníí a prezentace, rozhodnuta prezentace, rozhodnutíí
– zpřístupnění výsledku uživateli v pochopitelné formě

PPřřííprava imunokonjugprava imunokonjugááttůů

imunogeny imunogeny -- nosnnosnéé bbíílkoviny modifikovanlkoviny modifikovanéé
nníízkomolekulzkomolekuláárnrníím antigenem (= hapten, sm antigenem (= hapten, sáám o sobm o soběě
nevyvolnevyvoláá imunitnimunitníí odpovodpověěddˇ̌))
znaznaččenenéé protilprotiláátky a antigeny tky a antigeny -- tracerytracery pro pro 
imunostanovenimunostanoveníí
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ImunogenyImunogeny
imunogenicita imunogenicita -- schopnost molekuly stimulovat imunologickou schopnost molekuly stimulovat imunologickou 
odpovodpověďěď a na nááslednsledněě tvorbu specifických protiltvorbu specifických protiláátektek
imunogenimunogen
– cizorodost pro organismus, nevlastní původ, aby nebyl imunitním 

systémem ignorován
– dostatečná velikost - aspoň 6 kDa, jinak se pouze naváže na receptorové

mIgM na membráně B lymfocytu, ale není pohlcen endocytosou 
– chemická komplexnost - např. velké homopolymery z aminokyselin a 

jednoduché polysacharidy jsou zřídka imunogenní
biomakromolekuly jako imunogenybiomakromolekuly jako imunogeny
– sacharidy - jen pokud jsou dostatečně komplexní, nebo jako součást 

glykoproteinů
– proteiny - dostatečně imunogenní; peptidy - příliš malé, je třeba je 

navázat na nosnou bílkovinu
– lipidy, nukleové kyseliny - neimunogenní, musí být navázány na nosnou 

bílkovinu
malmaléé molekuly molekuly -- haptenyhapteny
– fungují jako antigeny (epitop, váží je protilátky)
– nefungují jako imunogeny, musí být konjugovány s nosičem

NosnNosnéé bbíílkovinylkoviny

volba dle imunogenicity, velikosti a dostupnosti funkvolba dle imunogenicity, velikosti a dostupnosti funkččnníích skupin ch skupin 
pro navpro naváázzáánníí haptenuhaptenu
KLHKLH, keyhole limpet , keyhole limpet hemocyaninhemocyanin
– z přílepky (měkýš) Megathura crenullata, kuproprotein vážící kyslík
– mcKLH - z uměle pěstovaného organismu (mariculture) - lepší

homogenita preparátu, lepší rozpustnost, v roztoku opalescentně
namodralý

– velikost 450 kDa až 8 MDa, je agregátem,
stupeň agregace závisí na pH, nad pH 8,9 
disociován na podjednotky

– může být hůře rozpustný, roztoky často se 
zákalem, NaCl zlepšuje rozpustnost

– má k dispozici hodně lyzinových zbytků
– fylogeneticky vzdálený savcům

OVAOVA, , ovalbuminovalbumin
– z vaječného bílku, 45 kDa, dobře rozpustný, i v DMSO
– využíván hojně i při screeningu protilátek
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BSABSA, bovine serum , bovine serum albuminalbumin
– albumin tvoří asi polovinu proteinů plasmy, stabilní a dobře rozpustný
– 67 kDa, pI 5.1, jediný polypeptid obsahující 59 lyzinových zbytků, z nichž

30 až 35 je využitelných pro imunokonjugační postupy
– pro konjgace je nejlepší frakce V, vysoce přečištěná
– využíván nejen jako nosič v imunogenu, ale i při screeningu protilátek a 

při blokování pracovních povrchů
– cBSA, cationized BSA - povrchové karboxyly derivatizovány 

ethylendiaminem pomocí EDC, zvýšení pI na 11

– lepší imunogen než nativní BSA (stačí ho méně), netřeba kompletní
Freudovo adjuvans

– vyšší afinita k záporně nabité membráně antigen-prezentujících buněk
– pro konjugace lze využívat EDC bez nebezpečí postranních reakcí

NH2NH2

NH2

NH2

COOH

COOHHOOC

HOOC

BSA NH2NH2

NH2

NH2

EDC

NH2(CH2)2NH2

NH2(CH2)2NH
O

NH(CH2)2NH2

O

NH(CH2)2NH2

O
NH2(CH2)2NH

O

BSA

Konjugace haptenuKonjugace haptenu
protilprotiláátky jsou produkovtky jsou produkováány proti navny proti naváázanzanéému haptenu, ale i proti mu haptenu, ale i proti 
epitopepitopůům nosim nosičče e -- význam selekvýznam selekččnníí procedury pro nalezenprocedury pro nalezeníí ttěěch ch 
sprspráávnýchvných
optimalizace imunogenu optimalizace imunogenu -- zkusit rzkusit růůznznéé nosnnosnéé proteiny a rproteiny a růůznznéé
hustoty navhustoty naváázanzanéého haptenuho haptenu
obvykle se vyuobvykle se využžíívváá povrchovpovrchováá aminoskupina nosnaminoskupina nosnéé bbíílkoviny, ke lkoviny, ke 
kterkteréé se pomocse pomocíí heterobifunkheterobifunkččnníího crosslinkeru pho crosslinkeru přřipojipojíí haptenhapten
– inkubace nosiče s crosslinkerem (nadbytek)
– odstranění přebytku crosslinkeru
– inkubace s molekulou haptenu
– jednoznačný průběh reakce

pozor ppozor přři volbi volběě reagujreagujííccíí skupiny haptenuskupiny haptenu
mimo oblast epitopumimo oblast epitopu v oblasti epitopuv oblasti epitopu

vysokvysokáá specifita Abspecifita Ab malmaláá specifita Abspecifita Ab
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ImunizaceImunizace
imunogen se aplikuje experimentimunogen se aplikuje experimentáálnlníímu zvmu zvíířřeti (myeti (myšš, mor, morčče, kre, kráállíík, k, 
koza, kkoza, kůňůň, , ……) injek) injekččnněě v pv přříítomnosti tzv. adjuvanstomnosti tzv. adjuvans
– přípravek stimulující imunitní odpověď
– FCA, Freudovo kompletní adjuvans - emulze vody v oleji plus mrtvé

buňky Mycobacteria
• emulze zadržuje imunogen v místě aplikace po delší dobu
• buňky Mykobacteria přitahují do daného místa makrofágy a další

imunitní buňky
– FIA, Freudovo inkompletní adjuvans - jako FCA, bez Mykobacteria
– ve vodě rozpustné polysacharidy - méně účinné než FCA, méně zatěžující

pro organismus
– Alum - hydroxidy hlinitý a hořečnatý

Screening protilScreening protiláátektek
konjugkonjugáát haptenu s nosit haptenu s nosiččem vyvolem vyvoláá tvorbu rtvorbu růůzných druhzných druhůů protilprotiláátek, tek, 
specifických proti rspecifických proti růůzným zným ččáástem imunogenustem imunogenu

proti nosiproti nosiččii
(ne(nežžáádoucdoucíí))

proti epitopu haptenuproti epitopu haptenu
(po(požžadovanadovanéé))

proti spojovacproti spojovacíímu mu úúsekuseku
(bridge(bridge--specific, nespecific, nežžáádoucdoucíí))

– nalezení vhodné protilátky zajistí screening pomocí haptenu 
imobilizovaného na jiný nosič a jiným způsobem, než v případě
imunogenu (opakuje se pouze epitop)

protilprotiláátkytky
– koncentrace vs. titr - různé pojmy
– celková koncentrace molekul protilátky (molární, mg/ml, …) bez zahrnutí

funkčních parametrů (i poškozené či částečně denaturované neaktivní),
– titr = zředění dané protilátky vhodné pro daný typ imunostanovení
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UrUrččeneníí koncentrace protilkoncentrace protiláátkytky
ppřři 280 nm mi 280 nm máá roztok roztok ččististééhoho IgG 1 mg/ml absorbanci 1,35IgG 1 mg/ml absorbanci 1,35
stanovenstanoveníí IgG v komplexnIgG v komplexníích roztocch roztocíích (sch (séérum, ascitickrum, ascitickáá tekutina, tekutina, 
extrakt z tkextrakt z tkááňňovovéé kultury, kultury, ……))
– použije se latexové precipitační stanovení
– latexové částice potažené protilátkou

proti měřenému IgG (např. anti myší, …)
– monodisperzní částice volně v roztoku

vykazují vysokou absorbanci při 340 nebo 
405 nm

– v přítomnosti cílové protilátky dochází
k agregaci částic a k poklesu absorbance

– rychlost - 5 min
– vysoká citlivost - rozsah 10 - 300 ng/ml

Fragmentace protilFragmentace protiláátektek
pro mnoho pro mnoho úúččelelůů nepotnepotřřebujeme celou molekulu protilebujeme celou molekulu protiláátky, ale statky, ale staččíí
nnáám pouze menm pouze menšíší ččáást nesoucst nesoucíí vaznvaznéé mmíístosto
– menší molekula - méně nespecifických interakcí
– snazší konjugační reakce, menší enzymové konjugáty
– fragmenty vznikají štěpením proteinasami, nejlépe imobilizovanými na 

vhodný nosič
fragmenty z molekuly imonoglobulinu Gfragmenty z molekuly imonoglobulinu G
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Fragmentace IgMFragmentace IgM
IgM IgM …… ppřříílilišš velkvelkáá molekula nmolekula nááchylnchylnáá k nespecifickým vazbk nespecifickým vazbáám, m, 
ššpatnpatnáá penetrace v histochemických aplikacpenetrace v histochemických aplikacíích ch -- potpotřřeba vytvoeba vytvořřit it 
menmenšíší vaznvaznéé molekulymolekuly
ponponěěkud odlikud odliššnnéé výsledkyvýsledky
pro IgM rpro IgM růůzných organismzných organismůů

ZlepZlepššeneníí specifity biointerakcespecifity biointerakce
blokovblokováánníí pracovnpracovníího povrchu ho povrchu 
– cílem vysytit nespecifická vazebná místa (nosiče, sensoru, 

mikrodestičky, …) vhodnou inertní látkou
– dosáhnout nižšího pozadí signálu
– na interakci se účastní řada faktorů, úspěšné blokování je tedy 

výsledkem empirických pokusů
blokovacblokovacíí roztokyroztoky
– buď v PBS (phosphate buffered saline) nebo v TBS (tris buffered saline; 

ALP jako značka nemá ráda fosfát)
– inertní proteiny: 1% kasein, 1 až 3% albumin (BSA)
– komplexní směsi: sušené beztučné mléko (může obsahovat biotin), rybí

sérum (steelhead salmon serum, fylogeneticky vzdálené savčím 
bílkovinám)

– detergenty - Tween 20 nebo Tween 80 - adsorbují se na hydrofobní
povrchy a tím je učiní hydrofilní

promývpromýváánníí afinitnafinitníích komplexch komplexůů
– roztoky obsahující nízké koncentrace (kolem 0,05%) detergentů - přeruší

pouze nespecifické interakce proteinů
– Tween 20 a 80, Triton X-100, Nonidet P-40, Brij-35, CHAPS, CHAPSO
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Charakterizace biokonjugCharakterizace biokonjugááttůů
a imobilizovaných nosia imobilizovaných nosičůčů

separace z reakseparace z reakččnníí smsměěsisi
ururččeneníí stupnstupněě substitucesubstituce
daldalšíší charakteristikycharakteristiky
uchovuchováávváánníí

Izolace biokonjugIzolace biokonjugáátutu
separace od nezreagovaných sloseparace od nezreagovaných složžek konjugaek konjugaččnníí smsměěsisi
odstranodstraněěnníí nníízkomolekulzkomolekuláárnrníích komponentch komponent
– nejjednodušší je dialýza v celulosovém střívku - přes noc, 

v chladu, vyměnit několikrát dialyzační roztok
– rychlejší s centrifugačními či jinými mikrodialyzátory,

konjugát málo stabilní, vhodné pro malé objemy
– rychlá separace na vhodné odsolovací koloně

0.1 ml 5 M NaCl proti 1 l vody0.1 ml 5 M NaCl proti 1 l vody
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ZakoncentrovZakoncentrováánníí biokonjugbiokonjugáátutu
zahuzahuššttěěnníí
– tlakové ultrafiltrační systémy
– dialyzační trubice a vně činidla odnímající vodu (PEG, Sephadex)
– centrifugační evaporátory - šetrné podmínky
– lyofilizace - použít zředěný nebo těkavý pufr
– vakuová pomůcka na obrázku…

konjugkonjugááty tvoty tvořřenenéé dvdvěěmama
biomakromolekulamibiomakromolekulami
– chromatografické přečištění
– vhodná afinitní separační technika
– isolace protilátkových konjugátů

od zbylého enzymu (vadí!)
• imobilizovaný antigen
• protein A/G/L

StupeStupeňň substitucesubstituce
vznikvznikáá barevný barevný čči fluoreskuji fluoreskujííccíí produkt produkt -- spektrspektráálnlníí vlastnostivlastnosti
diferencidiferenciáálnlníí metoda, stanovenmetoda, stanoveníí::
– zbylého nenavázaného ligandu
– zbylých neobsazených skupin biomakromolekuly (jen pro "malé" ligandy)

stanovenstanoveníí navnaváázaných molekul ligandu vhodnou specifickou reakczaných molekul ligandu vhodnou specifickou reakcíí
zmzměřěřeneníí zmzměěny molekulovny molekulovéé hmotnosti konjughmotnosti konjugáátu oproti výchoztu oproti výchozíí
biomakromolekulebiomakromolekule
– gelová permeační chromatografie
– elektroforesa v PAG v nedenaturujícím uspořádání
– hmotnostní spektroskopie

hydrolýza a charakterizace vzniklých produkthydrolýza a charakterizace vzniklých produktůů
– proteolytické štěpení, mapování štěpů
– úplná hydrolýza, stanovení aa či detekce uvolněného ligandu

detekce barevndetekce barevnéého postrannho postranníího produktu konjugaho produktu konjugaččnníí reakcereakce
– žlutý p-nitrofenol při použití p-nitrofenylkarboxylesteru jako aktivované

matrice
– pyridin-2-thion (ε343 = 8080 M-1 cm-1) při vazbě -SH na pyridyl-2-

thioaktivované nosiče
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AbsorbanceAbsorbance
ppřři výrobi výroběě biokonjugbiokonjugáátu dojdetu dojde
ke zmke změěnněě spektrspektráálnlníí vlastnostivlastnosti
produktu (navproduktu (naváázzáánníí barvivabarviva
nebo fluoroforu na nosnounebo fluoroforu na nosnou
bbíílkovinu)lkovinu)
kvalitu konjugkvalitu konjugáátu lze posoudittu lze posoudit
na zna záákladkladěě zmzměěnněěnýchných
spektrspektráálnlníích vlastnostch vlastnostíí

nněěkterkteréé konjugakonjugaččnníí reakcereakce
poskytujposkytujíí barevnbarevnéé produktyprodukty
ddííky vzniklky vznikléému mmu můůstkustku
– diazotační postupy

300 350 400 450 500 550
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λ (nm)

 albumin
 albumin-N=N-hapten

UV-VIS spektra albuminu a konjugátu 
albuminu s haptenem, připravený 
diazotační metodou. Měřeno v 50 mM 
fosfátu pH 7.0, koncentrace bílkovin 1,5 
mg/ml.

StanovenStanoveníí aminoskupinaminoskupin
volnvolnáá aminoskupinaminoskupinaa s kyselinou 2,4,6s kyselinou 2,4,6-- trinitrobenzensulfonovou trinitrobenzensulfonovou 
((TNBSTNBS) ) ddáávváá barevný oranbarevný oranžžový produktový produkt
– měřitelný při 335 nm (v 200 mM HCl s 2% SDS)
– změřená absorbance

se porovná s kalibrací pro 
vhodný standard, např. aa

pro vysoce citlivou fluorescenpro vysoce citlivou fluorescenččnníí detekci volných aminoskupin lze detekci volných aminoskupin lze 
poupoužžíít ot o--ftaldialdehyd (ftaldialdehyd (OPAOPA) v) v ppřříítomnosti 2tomnosti 2--merkaptoethanolumerkaptoethanolu
– produktem je fluoreskující sloučenina (360 / 455 nm)
– použije se opět kalibrace na standard
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SulfhydrylovSulfhydrylovéé skupinyskupiny
Ellmanovo Ellmanovo ččinidlo, 5,5inidlo, 5,5’’--dithiobis(2dithiobis(2--nitrobenzoovnitrobenzoováá kyselina)kyselina)
– reaguje s volnými SH skupinami za vzniku disulfidu
– uvolní se kyselina thionitrobenzoová - intenzívně žlutá barva
– ε412 = 13600 M-1 cm-1

S S NO2O2N

COOHHOOC

SH NO2

COOH

SO2N

HOOC

S R

R SH

+

Ellmanovo činidlo

BiotinovBiotinovéé zbytkyzbytky
sstanoventanoveníí úúrovnrovněě biotinylace mbiotinylace máá významvýznam
ppřři hodnoceni hodnoceníí prprůůbběěhu konjugace a phu konjugace a přři i 
kontrole reprodukovatelnosti procesukontrole reprodukovatelnosti procesu
vvyuyužžíívváá se se 22--((44’’--hydroxyazobenzenhydroxyazobenzen))--benzoovbenzoováá kyselinakyselina ((HABAHABA))
– po navázání na avidin vykazuje silnou absorbanci při 500 nm
– ε = 3,55·104 M-1 cm-1 (HABA4:avidin)

ppokud se v prostokud se v prostřřededíí nachnacháázzíí volný nebo vvolný nebo váázaný biotin, vytzaný biotin, vytěěsnsníí
molekulu HABA z vazebnmolekulu HABA z vazebnéého mho míísta a proporcionsta a proporcionáálnlněě se snse sníížžíí
absorbanceabsorbance
pprincipem je rozdrincipem je rozdííl afinit obou molekul k avidinul afinit obou molekul k avidinu, , KKaa je je 
– 1,3·1015 M-1 pro avidin 
– 6·106 M-1 pro HABA

mmůžůže být zaje být zajíímavmavéé porovnat zporovnat zíískanskanéé hodnoty pro celý nativnhodnoty pro celý nativníí
biotinylovaný protein a pro stejný konjugbiotinylovaný protein a pro stejný konjugáát pt přředem hydrolyzovaný edem hydrolyzovaný 
napnapřř. pronasou na men. pronasou na menšíší fragmentyfragmenty
– lze tak posoudit množství celkového a snadno dostupného biotinu

v molekule konjugátu

N N

COOH

OH

HABAHABA



187

Biotin vBiotin váážžííccíí mmíístasta
Velmi uVelmi užžiteiteččnnéé mmůžůže být stanovene být stanoveníí vazebných mvazebných mííst pro biotin na st pro biotin na 
imobilizovaných molekulimobilizovaných molekuláách avidinu nebo streptavidinuch avidinu nebo streptavidinu
derivderiváát biotinu st biotinu s pp--nitrofenolem je bezbarvnitrofenolem je bezbarvéé ččinidlo, kterinidlo, kteréé se navse naváážže e 
na imobilizovaný avidinna imobilizovaný avidin
po oplpo oplááchnutchnutíí nosinosičče se ve se v alkalickalkalickéém prostm prostřřededíí zhydrolyzuje esterovzhydrolyzuje esterováá
vazba a uvolnvazba a uvolněěný nitrofenol je vný nitrofenol je v tomto prosttomto prostřřededíí intenzintenzíívnvněě žžlutýlutý
jeho mnojeho množžstvstvíí odpovodpovííddáá biotinbiotin--vváážžííccíím mm mííststůům, m, εε410410 == 18300 M18300 M--1 1 cmcm--11

NHNH

S

O

O

O
O2N

biotin-p-nitrofenylester
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∆M = 598 Da, tj.
(albumin)1(hapten)3

matrix assisted lasermatrix assisted laser
desorption ionizationdesorption ionization
v pv přříítomnosti pomocntomnosti pomocnéé
molekuly lze ionizovat imolekuly lze ionizovat i
proteinovproteinovéé konjugkonjugáátyty
– do asi 100 kDa
– z MS spektra se určí mol.

hmotnost konjugátu
– porovnáním s mol.hmotností

výchozí bílkoviny se dá určit 
stupeň substituce

nanaššttěěpenpeníí konjugkonjugáátu a výchoztu a výchozíího proteinu sekvenho proteinu sekvenččnněě specifickou specifickou 
endoproteasou (trypsin, endoproteasou (trypsin, ššttěěppíí na karboxy konci Arg a Lys)na karboxy konci Arg a Lys)
– úprava štěpů - redukce a alkylace
– MALDI analýza štěpných produktů - "vymizení" určitého peptidu u 

konjugátu svědčí o modifikaci v jeho aminokyselinách
– místo srovnávacího proteinu lze použít "teoretické" štěpení známé

sekvence z proteinové databáze

albumin
albumin-hapten
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Enzymy jako bioligandyEnzymy jako bioligandy
mohou být barevnmohou být barevnéé
– peroxidasa - červená
– flavinové oxidasy - žluté

v imunokonjugv imunokonjugáátech spolu s protiltech spolu s protiláátkou tkou čči antigenem = i antigenem = tracertracer
– vždy změřit enzymovou aktivitu konjugátu (kolik procent z původně

přítomné aktivity se zachovalo = vhodnost způsobu konjugace)
– stanovit také koncentraci bílkoviny (specifická enzymová aktivita)
– v literatuře velmi často údaje typu X-krát zředěný tracer, aniž by se 

uvedla výchozí koncentrace…

ChromatografickChromatografickéé nosinosiččee
bběžěžnnéé nosinosičče e -- schopnschopnéé vváázat volnzat volnéé aminoskupiny ligandaminoskupiny ligandůů čči i 
biomolekulbiomolekul; ur; urččeneníí výchozvýchozíí vazebnvazebnáá kapacitkapacity:y:
– derivatizace nosiče diaminem (ethylendiamin, 1,3-diaminopropan)
– stanoví se množství získaných aminoskupin pomocí ninhydrinové reakce
– slouží obecně pro kvantifikaci aminoskupin, zejména v případě

aminokyselin
– vzniká růžovofialové zbarvení, ε570 = 8750 M-1 cm-1
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StanovenStanoveníí imobilizovaných bimobilizovaných bíílkovinlkovin
u bu bíílkovin je výhodnlkovin je výhodnéé poupoužžíít jejich redukt jejich redukččnníí vlastnosti vvlastnosti v alkalickalkalickéém m 
prostprostřřededíí vvůčůči ionti iontůům Cum Cu2+2+

– vzniklá jednomocná měď Cu+ se pak stanoví jako barevný komplex 
pomocí kyseliny bicinchoninové (BCA), Cu+(BCA)2

– reakce není příliš specifická a reagují
také jiné redukující látky (aminy,
hydrazidy, redukující cukry aj.)

– zbarvení se měří při 560 nm

kvalitativnkvalitativníí prprůůkaz pkaz přříítomnosti btomnosti bíílkovin na modifikovanlkovin na modifikovanéém nosim nosičči lze i lze 
taktakéé provprovéést poust použžititíím Coomassie Blue 250 (Bradfordovm Coomassie Blue 250 (Bradfordovéé ččinidlo), kdy inidlo), kdy 
vznikvznikáá adsorpadsorpččnníí modrý komplex (595 nm) smodrý komplex (595 nm) s imobilizovanými imobilizovanými 
proteinyproteiny

NN

HOOC COOH

NN

HOOC COOH

Cu
+

Imobilizace na povrch sensorImobilizace na povrch sensorůů
pro stanovenpro stanoveníí mnomnožžstvstvíí navnaváázanzanéého ligandu omezenho ligandu omezeněě poupoužžitelnitelnéé i i 
metody zmmetody zmíínněěnnéé pro pro biokonjugpro pro biokonjugááty nebo chromatografickty nebo chromatografickéé nosinosiččee
– komplikací je velmi omezená vazebná kapacita poskytující pouze malá

množství stanovitelných barevných produktů
imobilizace biomolekul na povrch pimobilizace biomolekul na povrch přříímých afinitnmých afinitníích sensorch sensorůů se ale se ale 
velmi velmi ččasto provasto provááddíí „„onlineonline““::
– sleduje se změna specifického signálu v reálném čase
– signál odpovídá množství biomolekul vázaných na povrch, je tak přímo 

výsledek imobilizace „vidět“ a je ihned známo, jaké množství bioligandu 
se imobilizovalo

– výhodou je jednoduchá možnost připravit citlivé povrchy s požadovanou 
hustotou bioligandu

ttíímto zpmto způůsobem fungujsobem fungujíí optickoptickéé sensory na bsensory na báázi rezonance zi rezonance 
povrchovým plazmonpovrchovým plazmonůů (SPR) nebo piezoelektrick(SPR) nebo piezoelektrickéé sensory sensory 
(k(křřemennemennéé chemickchemickéé mikrovmikrováážžky, QCM)ky, QCM)
u QCM lze navu QCM lze naváázaný bioligand pohodlnzaný bioligand pohodlněě ppřříímo mo „„zvzváážžitit““ stanovenstanoveníím m 
rozdrozdíílu rezonanlu rezonanččnníí frekvence sensoru vfrekvence sensoru v suchsuchéém stavu pm stavu přřed a po ed a po 
imobilizaimobilizaččnníím krokum kroku
rozdrozdííl je pl je přříímo mo úúmměěrný zmrný změěnněě hmotnosti po navhmotnosti po naváázzáánníí biomolekulbiomolekul
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Imobilizace v reImobilizace v reáálnlnéém m ččasease
signsignáál sensoru je l sensoru je úúmměěrný mnorný množžstvstvíí navnaváázaných biomolekul zaných biomolekul -- zzááznam znam 
imobilizace tedy poskytne pimobilizace tedy poskytne přřesnesnéé informace o navinformace o naváázanzanéém mnom množžstvstvíí

ukukáázka imobilizacezka imobilizace
protilprotiláátky na sensortky na sensor
IAsys (optický systIAsys (optický systéémm
rezonanrezonanččnníího zrcadla)ho zrcadla)
– aktivace glutaraldehydem
– vazba protilátky
– vysycení zbylých vazeb.

míst inertní bílkovinou
– rozdíl signálu se bere

v přítomnosti pufru, tím
se vyloučí skoky signálu
dané různým složením
imobilizačních roztoků

0 20 40 60
0

500

1000

Sensor se silanizovaným
povrchem (volné -NH2)

Pi
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albumin
(deaktivace)
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(bioligand)

R
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t (min)
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(aktivace)

navázané
množství

ZobrazenZobrazeníí oznaoznaččenenéého liganduho ligandu
imobilizovaný ligand se oznaimobilizovaný ligand se označčíí pomocpomocíí napnapřř. fluorescen. fluorescenččnněě znaznaččenenéé
protilprotiláátky, obraz povrchu se ztky, obraz povrchu se zíískskáá pomocpomocíí fluorescefluoresceččnníího ho 
mikroskopu nebo skeneru (nimikroskopu nebo skeneru (nižžšíší rozlirozliššeneníí))
ukukáázka zviditelnzka zviditelněěnníí imobilizovanimobilizovanéého proteinu pomocho proteinu pomocíí specifickspecifickéé
protilprotiláátky znatky značčenenéé fluoresceinem, sken intenzity a pseudoobarvenfluoresceinem, sken intenzity a pseudoobarveníí

poreznporezníí kontrolnkontrolníí poreznporezníí poreznporezníí kontrolnkontrolníí
(elchem. oxidace)(elchem. oxidace) (ox. parami HF) (ox. parami HF) povrchy Sipovrchy Si
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ZobrazenZobrazeníí modifikovanmodifikovanéého povrchuho povrchu
mikroskopie na bmikroskopie na báázi meziatomových sil (AFM) poskytuje 3D zi meziatomových sil (AFM) poskytuje 3D 
„„plastickýplastický““ pohled na povrchpohled na povrch
– přítomnost imobilizovaných

biomolekul lze hodnotit na 
základě profilometrické
analýzy AFM obrazů

tapping mod, image xy 500x500 nmtapping mod, image xy 500x500 nm
histogram pro Z, z osa 0 ahistogram pro Z, z osa 0 ažž 5 nm5 nm

To je konec tTo je konec tééto pto přřednednášáškyky……


